Caracterización funcional de nuevos dominios de DGK[alfa] implicados en su activación por el receptor de células T by Merino Plaza, Ernesto
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DE MADRID
FACULTAD DE CIENCIAS




CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DE NUEVOS 
DOMINIOS DE DGKα IMPLICADOS EN SU 
ACTIVACIÓN POR EL RECEPTOR 
DE CÉLULAS T

El trabajo presentado en esta memoria ha sido realizado en el Departa-
mento de Inmunología y Oncología del Centro Nacional de Biotecnología 
(CSIC), bajo la dirección de la Dra. Isabel Mérida.

A mis padres. 
A ellas, y sobre todo a ti.
Qué extraña escena describes y qué extraños prisioneros, 
son iguales que nosotros.





Introducción                                                                                                                   pag 25
• Respuesta inmune de la célula T………………….……………..........................pag 25
• Tirosinas quinasas de la familia Src....………………….………..................…..pag 27




• Familia de las DGKs..........................................................................................pag 34
• Evolución de las DGKs………………………………….…...............…..........….pag 34
• Estructura de las DGKs…………………………………….............................….pag 35
• Clasiﬁ cación de las DGKs...….………………………..…..................….............pag 37
• Las DGKs y el sistema inmune.............................................................................pag 41
• DGKα..............................................................................................................pag 42
• DGKζ...............................................................................................................pag 43
• La inducción de anergia como un mecanismo de tolerancia inmunológica de las 
células T periféricas..........................................................................................pag 43
Objetivos                                                                                                                        pag 47
Materiales y métodos                                                                                                   pag 51
Resultados                                                                                                                     pag 65
1. Estudio de la función de la proteína DGKα en células T como regulador negativo de la 
activación desencadenada por el TCR.......................................................................pag 65
• La expresión de DGKα durante la activación del TCR depende de la señal 
coestimuladora del receptor CD28 y de la proliferación desencadenada en las células 
T…………………..………...................................................................................pag 65
• La actividad DGKα inﬂ uye de manera negativa en la expresión de los marcadores de 
activación CD69 y CD25 durante la activación de las células T.....................pag 67
• La expresión de una forma de DGKα constitutivamente activa disminuye la expresión 
de los marcadores de superﬁ cie CD69 y CD25 desencadenada por el TCR.......pag 68
• La expresión de una forma de DGKα constitutivamente activa disminuye la muerte 
celular desencadenada por el TCR (AICD)......................................................pag 70
• La expresión de la forma de DGKα constitutivamente activa disminuye la expresión 
de IL2 e INFγ.....................................................................................................pag 71
• La actividad DGKα inﬂ uye negativamente en el ritmo proliferativo desencadenado 
por el TCR.........................................................................................................pag 72
2. Caracterización funcional de nuevos dominios de regulación de DGKα que determinan 
la localización de la proteína en la membrana plasmática.......................................pag 73
• Búsqueda de nuevos dominios de regulación de las DGKs de tipo I.................pag 73
• El extremo carboxilo terminal de la DGKα es necesario para la localización de la 
10
Índice
proteína en la membrana plasmática de las células...........................................pag 74
• Papel de la actividad DGKα en la localización en la membrana plasmática del mutante 
de alta aﬁ nidad GFP-DGKα Δ(1-196)...................................................................pag 76
• El mutante GFP-DGKα Δ(1-196) KD posee los dominios necesarios para la 
movilización de la DGKα desde el citosol a la membrana plasmática en respuesta a 
la estimulación del TCR....................................................................................pag 78
3. Determinación del mecanismo y de la función de las tirosinas quinasas de la familia 
Src en la movilización de la DGKα desde el citosol a la membrana plasmática en 
respuesta al TCR ............................................................................................................pag 79
• La tirosina 335 de la DGKα es necesaria para la movilización del mutante GFP-DGKα 
Δ(1-196) KD en respuesta a la estimulación del TCR............................................pag 79
• La tirosina 335 no afecta a la localización en la membrana plasmática del mutante 
constitutivamente activo de la DGKα, GFP-DGKα Δ(1-196)...............................pag 82
• La proteína DGKα se fosforila en tirosina tras la activación del TCR.....................pag 83
• La tirosina quinasa Lck fosforila a la DGKα en la tirosina 335 para estabilizarla en la 
membrana plasmática en respuesta al TCR........................................................pag 85
• La tirosina 335 de la DGKα es importante para regular la actividad de DGKα por un 
mecanismo independiente de la actividad de la PI3K............................................pag 85
• La mimetización de la fosforilación de DGKα en la tirosina 335 da lugar al aumento de la 
actividad catalítica de la proteína........................................................................pag 88
• La tirosina 335 y el Ca2+ actúan de manera coordinada en el aumento de la actividad 
DGKα.................................................................................................................pag 88
• La DGKα atenúa la ruta DAG/Ras/ERK en células de la línea HEK293 por un 
mecanismo dependiente de la tirosina 335......................................................pag 90
• Generación de un anticuerpo capaz de reconocer la fosforilación en la tirosina 335 
de la DGKα...................................................................................................pag 90
• La proteína DGKα fosforilada en la tirosina 335 se localiza en la membrana plasmática 
de las células......................................................................................................pag 94
• La proteína DGKα se asocia a Lck tras la estimulación del TCR........................pag 94
• La proteína DGKα se asocia directamente a la Lck en células de la línea 
HEK293.............................................................................................pag95
• La proteína DGKα se fosforila en la tirosina 335 en respuesta a la estimulación del 
TCR...................................................................................................................pag 96
• Las activaciones de la proteína PLCγ y de DGKα está coordinadas  tras la estimulación 
del TCR..............................................................................................................pag 97
• DGKα se fosforila en la tirosina 335 en respuesta al TCR de manera independiente de la 
señal de coestimulación del receptor CD28, y  su cinética de fosforilación depende de 
la actividad DGKα...............................................................................................pag 97
• La fosforilación de DGKα en la tirosina 335 requiere de la acción coordinada del Ca2+ 
y de las tirosinas quinasas de la familia Src.........................................................pag 98
11
Índice
• Estudio de la fosforilación de la tirosina 335 en la función de DGKα como atenuador de 
la ruta de activación de ERK............................................................................pag 100
• La fosforilación de la DGKα varía a lo largo de la activación/proliferación 
desencadenada a partir de la señal del TCR..........................................pag 101
4. Estudio de la función de la actividad DGKα en la diferenciación celular de los linfomas 
anaplásticos de célula grande (ALCL) Karpas 299 y SU-DHL1...............................pag 102
• La actividad tirosina quinasa de NPM-ALK provoca la fosforilación de la DGKα en la 
tirosina 335.......................................................................................................pag 103
• La actividad quinasa de DGKα es importante para la proliferación celular de los linfomas 
ALCL................................................................................................................pag 105
• Estudio de la señalización celular regulada por la actividad DGKα y la actividad Src en 
la proliferación de los tumores que expresan la proteína NPM-ALK...................pag 105
Discusión                                                                                                                      pag 111
• Regulación de la expresión de DGKα durante la activación del TCR................pag113
• Papel de los dominios de DGKα en su localización en la membrana plasmática..pag115
• Regulación de la DGKα por fosforilación en tirosina de la proteína ...............pag 117
• Papel de la DGKα en la proliferación celular.....................................................pag121
• Papel de la DGKα en la regulación de la activación y proliferación linfocitaria...pag124
Conclusiones                                                                                                               pag 129
Bibliografía                                                                                                           pag 133





AICD: Muerte celular inducida por activación
ALK: Quinasa de linfomas anaplásticos
APC: Célula presentadora de antígeno
BFA: Brefeldina A







Dominio C1: Dominio conservado 1
EGF: Factor de crecimiento epitelial
ERK: Quinasa regulada por señales extracelulares
FCS: Suero bovino fetal
GAP: Proteína activadora de GTPasas
GDI: Inhibidor de la disociación de nucleótidos de guanina
GDP: Guanina-difosfato
GEF: Factor  intercambiador de nucleótidos  de guanina
GFP: Proteína verde ﬂuorescente
Grb2: Proteína de unión al receptor de factor de crecimiento-2
GTP: Guanina trifosfato
HA: Hemaglutinina
HBSS: Solución salina balanceada de Hepes
HEPES: Hidroxietil peperazina etanolsulfato








KLH:  Keyhole Limpet Hemocyanin
KO: Ratón deﬁciente en...
Lck: Quinasa especíﬁca de linfocitos
LPA: Ácido lisofosfatídico
LT: Lisado total
MARCKS: Sustrato de quinasa C miristoilado y rico en alanina
MEK: Quinasa de MAPK y ERK
NES: Señal de exporte nuclear
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NFκB: Factor nuclear κB
NLS: Secuencia de localización nuclear
PA: Ácido fosfatídico
PBL: Linfocito de sangre periférica
PBS: Tampón salino fosfato
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa
PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PDK: Quinasa dependiente de fosfoinosítidos
PDZ: Dominio presente en PSD-95 Discs-large y Z0-1
PFA: Paraformaldehido









PKC: Proteína quinasa C





R59022: 6-[2-[4-[(4-ﬂuorophenyl)phenylmethylene)-1-piperidinyl]ethyl]-7-methyl-5H-  
    thiazolo[3,2-alpha] pyrimidin-5-one
R59949: 3-[2-[4-[bis(4-ﬂuorophenyl)methylene]-1-piperidinyl]ethyl]-2,3-dihydro-2-thioxo- 
      4(1H)-quinazolinone
RA: Dominio de asociación a Ras
RACK: Receptor para PKC activada
RasGRP: Proteína liberadora de nucleótidos de guanina de Ras
RE: Retículo endoplásmico
RVH: Dominio de homología a recoverina
SDS-PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS
SEE: Enterotoxina de Staphylococcus, E
SH2: Dominio de homología a Src, 2
SH3: Dominio de homología a Src, 3
STAT: Transductor de señal y activador de transcripción 
TCR: Receptor de células T
TLC: Cromatografía en capa ﬁna
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VEGF: Factor de crecimiento de endotelio vascular






 During T cell activation, hydrolisis of phosphatidyl inositol 4,5-bisphophate (PIP2) by 
PLCγ1 induces elevated levels of diacylglycerol (DAG) and inositol 3-phosphate (IP3), two 
second messengers essential for the correct onset of the immune response. Diacylglycerol 
kinases (DGKs) phosphorylate DAG to generate phosphatidic acid (PA) and thus modulate the 
balance between these two second messengers. DGKs are a family of ten isoforms subdivided 
into ﬁ ve groups. DGKα belongs to the Type I group of DGKs characterized by containing two 
EF hands. In response to TCR cross-linking with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies, DGKα is 
recruited to the plasma membrane by a mechanism dependent on calcium inﬂ ux and tyrosine 
kinase activation. Furthermore, DGKα is phosphorylated in tyrosine residues and associates 
to proteins recruited to TCR like Lck. Our results demonstrate that tyrosine 335, found at the 
hinge between the atypical C1 domains and the catalytic region, is important for enzyme 
activity and membrane localization. Moreover, we show that tyrosine 335 phosphorylation 
depends on Lck. All results allow us to postulate a mechanism by which the concerted action 
of tyrosine kinases and calcium elevation allows the transient, receptor dependent, DGKα 
translocation. At the plasma membrane, by catalyzing DAG phosphorylation to PA, DGKα 
acts as a negative modulator of DAG-regulated proteins such as RasGRP1. This ability could 
explain its relation with anergy process. Anergy constitutes one means of imposing peripheral 
tolerance in T cells. Anergic cells are unable to initiate a productive response. DGKα had 
been described as an anergy-associated gen up-regulated in tolerant T cells. Although the 
role of DGK in anergy induction or maintenance is not clear, our studies show that DGKα 
over-expression down-modulates T cell activation markers such as CD69, an early marker of 
activation, and IL2. Moreover, DGKα over-expression diminishes proliferation in response to 








 RESPUESTA INMUNE DE LA CÉLULA T 
 El sistema inmune proporciona al organismo la protección necesaria frente a patógenos 
infecciosos. La acción colectiva y ordenada de los elementos de este sistema es lo que se 
denomina respuesta inmune. La defensa que el sistema inmune desarrolla frente a un microbio 
es iniciada por la respuesta inmune innata y posteriormente continuada por la respuesta 
inmune adaptativa. Esta última se puede dividir en respuesta humoral y respuesta celular. La 
respuesta humoral se inicia frente a los microbios extracelulares y sus toxinas. Las células 
B son las encargadas de este tipo de respuesta mediante la producción de anticuerpos que 
inducen la fagocitosis de los microbios extracelulares. La respuesta celular la ejecutan las 
células T frente a microbios intracelulares que por su naturaleza, como en el caso de algunas 
bacterias y virus, son inaccesibles a los anticuerpos secretados por las células B. Las células 
T se dividen, según su función, en células T colaboradoras (Th) y en células T citotóxicas (Tc). 
Las células Th se encargan de la producción de citoquinas  que van a estimular, diferenciar 
e inducir la proliferación de las propias células T, de las células B y de los macrófagos. La 
función de las células Tc es eliminar a las células infectadas por los virus o por los microbios 
foráneos (Abbas 2000; Abbas and Janeway 2000).
 
 Las proteínas antigénicas, una vez entran en contacto con el organismo, se transportan 
desde los portales de entrada hasta los órganos linfoides secundarios que son el bazo y los 
nódulos linfáticos. Las proteínas antigénicas, bien en los portales de entrada, o bien en los 
órganos linfoides secundarios, son procesadas y presentadas por las células presentadoras de 
antígeno (APCs) a través del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Posteriormente, 
las células T migran desde el timo, órgano linfoide primario encargado de la maduración 
de la célula T inmadura (timocito) a célula T madura (linfocito T), hasta los órganos linfoides 
secundarios donde reconocen los antígenos procesados. Aquí se produce la primera 
estimulación antigénica de la célula T, que provoca la proliferación celular de los clones de 
células T especíﬁ cos para el antígeno presentado. Esta proliferación va acompañada de una 
diferenciación hacia célula T efectora y célula T memoria. Las células T efectoras migran 
a los tejidos periféricos donde otra estimulación antigénica genera una respuesta inmune 
localizada que desencadena la eliminación de la fuente de antígeno (Figura 1).
 La tolerancia inmunológica de las células T del organismo se mantiene a dos niveles: 
en el timo, los timocitos capaces de reconocer antígenos propios o autoantígenos mueren 
por apoptosis, proceso denominado selección negativa. Sin embargo, los timocitos que 
reconocen antigénos foráneos o inmunoatígenos se diferencian hacia célula T, lo que se 
denomina selección positiva. Aún así, algunos timocitos autoreactivos son capaces de 
escapar a la selección negativa y diferenciar a células T; en un segundo nivel estas células 
T autoreactivas, en periferia, son anuladas mediante la inducción del estado de anergia de 
las mismas, siendo así incapaces de responder a ningún estímulo antigénico (Abbas 2000; 







































FIGURA 1. FASES DE ACTIVACIÓN DE LAS CÉLULAS T
La célula T CD4+ (Th) se activa tras el reconocimiento del péptido antigénico presentado por el MHC, a través del 
TCR. Como consecuencia de esta activación, se produce la expresión de IL2 y de la cadena α del receptor de IL2, 
que junto con las cadenas β y γ de dicho receptor da lugar al receptor de alta aﬁ nidad por IL2. La unión de IL2 a su 
receptor desencadena la proliferación de la célula T. Una vez que la célula T CD4+ se diferencia a célula T efectora e 
induce la activación de macrófagos, de células B, lo que provoca la producción de anticuerpos, y de células T CD8+ 
(Tc) que dan lugar a la citolisis de las células infectadas. Todos estos procesos se regulan por la expresión de dife-
rentes citoquinas como INFγ, IL2, IL4 e IL5, entre otras. Al ﬁ nal de la respuesta se genera una población de células 
T memoria que, ante una segunda infección por el mismo patógeno genera una respuesta inmune más eﬁ ciente.
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 La respuesta de las células T está controlada por su receptor (TCR) que, a través de 
su activación, desencadena procesos de proliferación y diferenciación celular, citotoxicidad e 
inducción de muerte celular programada. (Berridge 1997; Nel 2002; Nel and Slaughter 2002). 
El TCR está compuesto por las cadenas α y β, que reconocen especíﬁ camente el péptido 
antigénico, y por las cadenas CD3ε,γ y δ que junto con las cadenas ζ son las encargadas de 
reclutar las proteínas que desencadenan la respuesta de la célula T. Si bien el TCR aporta 
especiﬁ cidad a la respuesta de la célula T, otros receptores como CD2, CD28, CD4 y CD8 
son importantes para la transducción de señales y la modulación del umbral de activación, 
colaborando con ello en la activación de la célula T.
 TIROSINAS QUINASAS DE LA FAMILIA SRC
 Las proteínas Lck y Fyn son dos tirosinas quinasas miembros de la familia Src, reclutadas 
al TCR en respuesta a la estimulación de este receptor. Ambas quinasas son esenciales para 
la correcta activación de la célula T. La proteína Lck es responsable de la respuesta celular 
necesaria para la diferenciación y la proliferación de las células T en respuesta a antígeno, 
mientras que la proteína Fyn está implicada en la reorientación del centro organizador de 
microtúbulos (MTOC) durante la presentación antigénica de dichas células  (Martin-Cofreces, 
Sancho et al. 2006). Si bien se puede señalar cierta especiﬁ cidad funcional, ambas proteínas 
actúan de manera conjunta en el desarrollo de la respuesta inmune, pudiendo cada una de 
ellas compensar, en parte, la ausencia de la otra (Trobridge, Forbush et al. 2001).
 Tras la estimulación del TCR, en respuesta a la presentación antigénica, la proteína 
Lck se recluta al TCR (Straus and Weiss 1992). En este complejo, Lck fosforila los motivos 
ITAM del complejo CD3, permitiendo el reclutamiento y la activación de ZAP70, una tirosina 
quinasa de la familia Syk que, mediante la fosforilación de la molécula adaptadora LAT, 
proporciona sitios de anclaje para otras proteínas como la proteína adaptadora SLP76 y la 
fosfolipasa C gamma (PLCγ) (Sekiya, Poulin et al. 2004). Para una completa activación de 
PLCγ es necesario, no sólo ser reclutada a la membrana donde la proteína ejerce su función 
sino además la fosforilación de la proteína en el residuo de tirosina 783 por parte de ITK, una 
tirosina quinasa de la familia Tec (Liu, Bunnell et al. 1998; Wilcox and Berg 2003).
 Lck no sólo regula las señales de activación a través del TCR, sino que contribuye 
también al apagado de las mismas a través de la regulación de diferentes efectores como 
son las proteínas SHIP y SHP-1 (Lamkin, Walk et al. 1997; Stefanova, Hemmer et al. 2003). 
La proteína SHIP es una fosfatasa que defosforila la posición 5 del anillo de inositol del 
fosfatidilnositol trifosfato (PI-3,4,5-P3) , que modula la activación de la ruta de AKT en respuesta 
al TCR (Dong, Corre et al. 2006). La proteína SHP-1 es una tirosina fosfatasa que tiene como 
sustratos, entre otros, a ZAP70 y a la propia Lck (Plas, Johnson et al. 1996; Chiang and Sefton 
2001), lo que da lugar a una mecanismo de retroalimentación negativo que modula la señal 
derivada del TCR. El equilibrio entre las señales positivas y negativas generadas a partir de la 
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activación del TCR determinará el desencadenamiento de una adecuada respuesta inmune. 
La proteína Lck, como regulador de estas señales juega un importante papel en la activación 
de la célula T.
 Regulación de las tirosinas quinasas de la familia Src: Lck y Fyn
 La estructura secundaria de Fyn y de Lck es común a la de todos los miembros de la 
familia Src. Ambas poseen un dominio denominado único que sufre una serie de modiﬁ caciones 
post-traduccionales, como la palmitoilación, la miristoilación y la acetilación en residuos de 
cisteína, que permiten el anclaje de la proteína a la cara interna de la membrana plasmática 
(Shenoy-Scaria, Gauen et al. 1993; Koegl, Zlatkine et al. 1994; Timson Gauen, Linder et al. 
1996; Kabouridis, Magee et al. 1997; Wolven, Okamura et al. 1997). A continuación, poseen 
un dominio SH3 de unión a regiones ricas en prolina, y un dominio SH2 de unión a proteínas 
fosforiladas en tirosina, seguido del dominio catalítico. El dominio único de Lck posee 
dos cisteínas que le permiten interaccionar con CD4 y con CD8, moléculas coreceptoras 
que forman parte del complejo TCR. Esta interacción es importante para algunas, pero no 
para todas, las funciones de Lck (Shaw, Chalupny et al. 1990; Turner, Brodsky et al. 1990; 
Glaichenhaus, Shastri et al. 1991; Chan, Limmer et al. 1993; Hoeveler and Malissen 1993; 
Killeen and Littman 1993).
 La actividad quinasa de Lck se regula por el estado fosforilado de la tirosina 505 que 
se localiza en el extremo carboxilo de la proteína, y que permite la interacción de este residuo 
con el dominio SH2 de la misma proteína, impidiendo la accesibilidad del dominio catalítico 
a su sustrato. La fosforilación de dicho residuo está controlada por Csk, una tirosina quinasa 
citosólica, y por CD45, una proteína transmembrana con función fosfatasa (Figura 2). La 
defosforilación del residuo 505 de Lck provoca la apertura de la proteína y permite la interacción 
de los dominios SH2 y SH3 con otras proteínas, lo que favorece la accesibilidad del centro 
catalítico de Lck a sus sustratos, provocando la autofosforilación del residuo  tirosina 394, 
que da lugar a la máxima activación de la proteína (Abraham and Veillette 1990; Yamaguchi 
and Hendrickson 1996). El estado fosforilado del residuo 394 está regulado a su vez por la 
acción de las proteínas fosfatasas CD45 y SHP-1 (Thomas 1995; Chiang and Sefton 2001). 
Tras la estimulación del TCR, Lck fosforila a SHP-1 en los residuos tirosina 536 y 566, lo que 
media la defosforilación, no sólo de Lck, sino además de otras proteínas involucradas en la 
señalización a través del TCR como ZAP70 (Plas, Johnson et al. 1996; Brockdorff, Williams et 
al. 1999). Esta regulación negativa modula a otras proteínas responsables de la señalización 
del TCR como son Vav, Grb2 y SLP-76 (Kon-Kozlowski, Pani et al. 1996; Clements, Yang et 
al. 1998; Brockdorff, Williams et al. 1999).
Adicionalmente a estas formas de regulación de Lck, se han descrito otras formas 
que van desde la ubiquitinación y posterior degradación de la proteína (Giannini and 
Bijlmakers 2004), hasta la fosforilación de la proteína en serina (Schroder, Quehl et al. 2000). 
29
Introducción
La fosforilación en el residuo serina 59, que afecta a la interacción del dominio SH2 de Lck 
con otras proteínas (Joung, Kim et al. 1995; Stefanova, Hemmer et al. 2003), depende del 
diacilglicerol (DAG), de las proteínas quinasas C (PKCs) y de la proteína ERK (Schroder, Quehl 
et al. 2000). 
 PLCγ
 Durante la activación de los linfocitos T tras la estimulación del TCR, la proteína 
PLCγ hidroliza el fosfatidil inositol (4,5) bi-fosfato (PI(4,5)P2) en dos importantes mensajeros: 
diacilglicerol (DAG) e inositol tri-fosfato (IP3). IP3 provoca la salida de Ca
2+ desde el retículo 
endoplásmico (Berridge, Lipp et al. 2000) al citoplasma, donde induce la apertura de los 
canales dependientes de Ca2+ de la membrana plasmática permitiendo la entrada de Ca2+ 











































FIGURA 2. ACTIVACIÓN DE LCK A PARTIR DEL TCR
CSK es una proteína citosólica que se asocia a PAG/CBP, proteína anclada a la membrana plasmática 
por miristoilización, que fosforila a Lck en el residuo 505, provocando la interacción intramolecular entre 
el dominio SH2 de  Lck y la tirosina 505 fosforilada. Tras la estimulación del TCR, CSK se deslocaliza de 
la membrana plasmática, provocando la disminución de Lck  fosforilada en tirosina 505 y dando lugar 
a un estado preactivado de la proteína. La autofosforilación de la tirosina 394 permite a Lck alcanzar 
un estado activado. Este estado activado, junto con la asociación constitutiva de la proteína con CD4 y 
CD8, y la aproximación al TCR, permite la fosforilación de los ITAMs que desencadena la respuesta de la 
célula T. La tirosina fosfatasa CD45 defosforila a Lck en las tirosina 505 y en la tirosina 384, colaborando 
en el mantenimiento de un correcto nivel de activación de la proteína.
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una serina fosfatasa dependiente de Ca2+ (Crabtree 1999), la cual, a su vez, defosforila el 
factor de transcripción de células T activadas (NFAT) (Crabtree 1999), lo que provoca su 
movilización desde el citosol al núcleo, donde se une a los sitios de unión para NFAT, entre 
estos se encuentran los elementos proximales y distales del promotor de IL2 (Rao, Luo et al. 
1997) (Figura 2).
 El DAG es un segundo mensajero lipídico esencial en linfocitos T para la activación 
de PKCs y de Ras (Carrasco and Merida 2007). Todas las proteínas capaces de responder 
directamente al DAG tienen al menos un dominio rico en cisteína  (CRD o C1), compuesto 
por 50 aminoácidos que se caracterizan por tener el motivo conservado HX11-12CX2CX12-
14CX2CX4HX2CX6-7C. La situación estratégica de estos residuos dentro del dominio les permite 
interaccionar con dos iones de Zn2+ dando lugar a una estructura terciaria capaz de reconocer 
el DAG (Zhang, Kazanietz et al. 1995). La función original de los dominios C1, que fue descrita 
en las PKCs, es la de unir al DAG (Quest, Bardes et al. 1994; Quest, Bardes et al. 1994). Hoy 
en día se sabe que no todos los dominios C1 son capaces de unir DAG (Hurley, Newton et al. 
1997). La presencia en la estructura de los dominios C1 de ciertos aminoácidos esenciales 
para la unión a DAG, permite su clasiﬁ cación en dominios C1 típicos, capaces de unir  DAG 
y ésteres de forbol, y dominios C1 atípicos, que no unen ninguno de los dos (Hurley, Newton 
et al. 1997). La generación de DAG por parte de PLCγ en respuesta al TCR permite reclutar a 
la membrana proteínas con dominios C1 típicos como son PKCθ y RasGRP1 (Carrasco and 
Merida 2004) (Figura 3). 
FIGURA 3. ACTIVACIÓN DE LAS CÉLULAS T A 
TRAVÉS DEL TCR
La activación de la célula T se lleva a cabo a través 
del TCR que, tras el reconocimiento antigénico, 
desencadena una cascada de señalización que ﬁ -
naliza en la activación celular. Dentro de este com-
plejo proteico el coreceptor CD4/CD8 colabora en 
la activación de la célula T reclutando a la tirosina 
quinasa Lck que, tras ser activada, desencadena la 
fosforilación de los motivos ITAM y el reclutamiento 
de ZAP70. Ambas proteínas dan lugar, entre otras, 
a la activación de PLCγ y con ello a la generación de 
DAG. A su vez, la generación de DAG da lugar a la 
activación de PKCθ y RasGRP que juntas colabo-
ran en la activación de los factores de transcipción 
AP-1 y NFκB. Por su parte, el Ca2+ liberado por la 
acción de la actividad PLCγ da lugar a la activa-
ción de NFAT. Los tres factores juntos, AP-1, NFκB 


































 El resultado ﬁ nal de la activación de PLCγ es el desencadenamiento de diferentes 
rutas de señalización que controlan, a su vez, diferentes factores de transcripción como son 
NFκB, NFAT y AP-1, este último, dímero formado por la unión de las proteínas c-jun y c-fos 
(Nel 2002). La unión de estos factores de transcripción a sus promotores permite la expresión 
de proteínas que regulan diferentes funciones en la respuesta inmune mediada por el TCR, 
como son la cadena alfa del receptor de la interleuquina 2 (IL2), CD25, y la propia IL2 que 
regulan la proliferación celular (Rao, Luo et al. 1997; Teague, Hildeman et al. 1999; Feske, 
Giltnane et al. 2001; Macian, Garcia-Cozar et al. 2002).
 Durante la activación de las células T es importante regular el balance entre las rutas 
desencadenadas por el DAG y el Ca2+, puesto que la activación de NFAT en ausencia de 
activación de AP-1, factor de transcripción cuya activación depende de DAG, da lugar a la 
regulación diferencial de una serie de genes que provocan en las células un estado de no 
respuesta llamado anergia (Macian, Garcia-Cozar et al. 2002), y el incorrecto metabolismo del 
DAG puede dar lugar a fenómenos de hiperproliferación celular e incluso de transformación 
celular (Preiss, Loomis et al. 1986; Kato, Kawai et al. 1987; Wolfman, Wingrove et al. 1987; 
Housey, Johnson et al. 1988; Kato, Kawai et al. 1988; Chang, Noh et al. 1997).
 PKCs
 Las PKCs se encuentran dentro del grupo de las proteínas activadas en respuesta 
a la estimulación del TCR. Estas proteínas forman una familia de serina/treonina quinasas 
cuya actividad enzimática regula un gran número de funciones biológicas como son la 
proliferación, la transcripción y la respuesta inmune (Newton 1995; Kazanietz 2000; Spitaler 
and Cantrell 2004). Atendiendo a su regulación funcional se pueden clasiﬁ car en diferentes 
grupos: PKCs clásicas (α, β1, β2 y γ) que se regulan por DAG, Ca2+ y por fosfolípidos; PKCs 
nuevas (δ, ε, η y θ) que se regulan por DAG y por fosfolípidos, y PKCs atípicas (ζ y ι) que se 
regulan, principalmente, por señales que inducen la exposición de secuencias de localización 
nuclear y secuencias de exportación nuclear que se encuentran localizadas en su dominio 
de regulación (Spitaler and Cantrell 2004). Entre todas las PKCs, la proteína PKCθ es el único 
miembro de la familia reclutado a la sinapsis inmunológica por un mecanismo que depende 
de los niveles de DAG, de la fosforilación en tirosina de la proteína y de la proteína adaptadora 
CARMA 1 (Monks, Kupfer et al. 1997; Diaz-Flores, Siliceo et al. 2003; Wang, Matsumoto et al. 
2004). Una vez reclutada a la sinapsis inmunológica, PKCθ activa a la quinasa JNK e inicia la 
degradación de IκBα, y como consecuencia se activa el factor de transcripción NFκB (Isakov 
and Altman 2002). A su vez, la quinasa JNK fosforila a la proteína c-jun que junto con c-fos 
forman el factor de transcripción AP-1. La PKCθ, mediante la activación tanto de AP-1 como 
de NFκB, contribuye a la expresión, entre otros, del gen de la IL2.
 El papel de PKCθ es esencial para la activación de las células T (Monks, Kupfer et al. 
1997; Bi, Tanaka et al. 2001; Villalba, Bi et al. 2002). Es interesante destacar que tanto para la 
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activación de JNK como para la activación de NFκB es indispensable la señal de coestimulación 
procedente del CD28 (Coudronniere, Villalba et al. 2000). El modelo de ratón KO para PKCθ 
muestra que esta proteína es esencial para la activación del factor de transcripción NFκB en 
la célula T madura, pero no en el timocito (Sun, Arendt et al. 2000). Además, las células T de 
estos ratones PKCθ (-/-) presentan defectos en la activación del factor de transcripción AP-
1 que no dependen de la activación de ERK, p38 o JNK lo que sugiere que PKCθ regula la 
activación de AP-1 independientemente de la activación de MAPK quinasas.
 Otro efector del DAG relacionado con las PKCs es la familia de las PKDs (PKCη). 
Las PKDs son una familia de serina/treonina quinasas que posee una gran variedad de 
funciones biológicas que van desde la regulación del aparato de Golgi hasta la activación 
de NFκB (Matthews and Cantrell 2006). Concretamente, la PKD-1 es capaz de movilizarse 
en respuesta a la presentación antigénica de las células T desde el citosol a la sinapsis 
inmunológica por un mecanismo que depende de la producción de DAG (Spitaler, Emslie et 
al. 2006). La localización subcelular de PKD-1 es importante dado que desarrolla diferentes 
funciones dependiendo de si se encuentra en el citosol o en la membrana plasmática. En la 
membrana, PKD-1 aumenta la actividad y la localización de Rap1 (Medeiros, Dickey et al. 
2005) que, a su vez, regula la actividad de integrinas fundamental para formar un complejo 
estable entre la célula T y la célula presentadora de antígeno. En el citosol, PKD-1 es capaz 
de fosforilar e inhibir a la actividad represora de la histona deacetilasa 7 (HDAC7) sobre el 
factor de transcripción MEF2 (Dequiedt, Van Lint et al. 2005). De esta forma, la localización 
de la PKD por el DAG puede determinar la función de la proteína.
 RasGRP
 Las proteínas de la familia Ras participan en procesos de diferenciación y proliferación 
de las células T (Ehrhardt, Ehrhardt et al. 2002). Se calcula que entre el 40% y el 50% de la 
proteína Ras se activa durante la respuesta celular desencadenada por el TCR (Genot and 
Cantrell 2000). Las proteínas de esta familia se caracterizan por poseer actividad fosfatasa 
sobre nucleótidos de guanosina con los que se asocian. El estado de activación de Ras viene 
determinado por su unión a GDP (forma inactiva) o a GTP (forma activa); el rápido intercambio 
entre ambos nucleótidos está regulado por la acción de proteínas intercambiadoras de 
nucleótidos (GEFs) y por proteínas activadoras de la actividad fosfatasa de nucleotidos de 
guanosina (GAP), las cuales provocan el paso de la forma activa a la forma inactiva de Ras 
(Genot and Cantrell 2000; Ehrhardt, Ehrhardt et al. 2002). La unión a GTP o a GDP regula la 
interacción de los miembros de la familia Ras con otras proteínas y con ello, la activación de 
rutas como la vía Raf1/ERK1-2 (Dower, Stang et al. 2000) y la vía JNK/c-jun (Nimnual, Yatsula 
et al. 1998). La presencia de Ras en diferentes membranas y compartimentos subcelulares 
está determinada por modiﬁ caciones postraduccionales como son la farnesilación y la 
palmitolación de la proteína (Hancock 2003).
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 En linfocitos T, existen dos rutas de activación de Ras. Por un lado, Ras puede ser 
activado por Sos (Bowtell, Fu et al. 1992; Buday, Egan et al. 1994), un proteína GEF para 
Ras que se recluta al TCR en respuesta a la estimulación del mismo por su interacción con 
Grb2 , una proteína adaptadora que se asocia con tirosinas fosforiladas en la proteína LAT 
(Buday, Egan et al. 1994; Sieh, Batzer et al. 1994). Por otro lado, el DAG generado por PLCγ 
en respuesta al TCR activa a la proteína Ras tras reclutar la proteína RasGRP1 que es otra 
proteína GEF para Ras que posee un dominio C1 en su estructura (Dower, Stang et al. 2000; 
Ebinu, Stang et al. 2000; Carrasco and Merida 2004).
 La activación diferencial de Ras por las rutas Grb2/Sos o RasGRP1 tiene importancia 
a nivel de la selección clonal de los timocitos. La activación de Ras a través de Grb2/Sos 
conduce a la activación de la vía JNK y p38 (Gong, Cheng et al. 2001), señales importantes 
ambas en la selección negativa de los timocitos cuya disfunción da lugar a procesos 
autoinmunes (Dong, Yang et al. 1998; Rincon, Whitmarsh et al. 1998; Sugawara, Moriguchi et 
al. 1998). Por el contrario la activación de Ras a través de RasGRP1 está relacionada con la 
activación de ERK que conduce a la selección positiva de timocitos (Dower, Stang et al. 2000; 
Priatel, Teh et al. 2002).
 La familia de proteínas RasGRP está formada por cuatro miembros, RasGRP1 (CalDAG-
GEFII) (Ebinu, Bottorff et al. 1998; Kawasaki, Springett et al. 1998), RasGRP2 (CalDAG-GEFI) 
(Kawasaki, Springett et al. 1998) , RasGRP3 (CalDAG-GEFIII) (Yamashita, Mochizuki et al. 
2000) y RasGRP4 (Li, Yang et al. 2002). Todos se caracterizan por poseer actividad GEF para 
la proteína Ras y un dominio C1 que les permite unirse al DAG generado. Tienen un patrón 
de expresión restringido a células del sistema inmune y neuronas a excepción de RasGRP3 
(Rebhun, Castro et al. 2000) cuya expresión es más ubicua. Dentro del sistema inmune, 
RasGRP1 es muy abundante en timocitos y células T (Ebinu, Stang et al. 2000), RasGRP2 
en plaquetas (Crittenden, Bergmeier et al. 2004) y RasGRP4 en mastocitos (Li, Yang et al. 
2002). Cada uno de los miembros de la familia de RasGRP actúa a su vez sobre diferentes 
miembros de Ras. Los efectores descritos hasta ahora son para RasGRP1: H-Ras, K-Ras, N-
Ras, M-Ras, R-Ras y TC21; para RasGRP2: Rap1, R-Ras, N-Ras y TC21; para RasGRP3: H-
Ras, Rap-1, M-Ras, R-Ras y TC21; y para RasGRP4: H-ras (Kawasaki, Springett et al. 1998; 
Tognon, Kirk et al. 1998; Clyde-Smith, Silins et al. 2000; Ohba, Mochizuki et al. 2000; Rebhun, 
Castro et al. 2000; Li, Yang et al. 2002).
 Los estudios llevados a cabo en ratones KO para RasGRP1 muestran que, aunque su 
timo tiene un número normal de timocitos inmaduros, estos poseen una marcada deﬁ ciencia 
en células simples positivas. En estos ratones, la ausencia de RasGRP1 provoca la carencia 
de respuesta a análogos da DAG o a la activación del TCR, lo que demuestra que la activación 
de ERK en timocitos depende en gran medida de la señal de RasGRP1 (Dower, Stang et al. 
2000). También está descrito que defectos en la traducción de RasGRP1 pueden generar 
procesos autoinmunes (Layer, Lin et al. 2003). En estos ratones, la ausencia de la proteína 
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coincide con la acumulación de células T CD4+ autoreactivas capaces de activar las células 
B causantes de la autoinmunidad (Layer, Lin et al. 2003). Además presentan un defecto en la 
degranulación de sus mastocitos a través de la activación del receptor FcεRI, debido a una 
menor activación de la ruta PI3K a partir de este receptor (Liu, Zhu et al. 2006).
 La proteína RasGRP2 es esencial para la adhesión de plaquetas (Crittenden, Bergmeier 
et al. 2004). La deﬁ ciencia de la proteína en un modelo KO para la misma presenta problemas 
de coagulación, dada la baja agregación de las plaquetas (Crittenden, Bergmeier et al. 
2004).
 El estudio de ratones KO para RasGRP3 revela una deﬁ ciencia en la activación de las 
células B a través de su receptor (BCR) (Coughlin, Stang et al. 2005). Además, los ratones 
doble KO para RasGRP1/3 pierden el fenotipo de autoinmunidad propio de los ratones KO 
para RasGRP1 dado que las células B autoreativas no se activan en el doble KO (Coughlin, 
Stang et al. 2005).
  
 FAMILIA DE LAS DGKs
 Las DGKs constituyen una familia de enzimas que llevan a cabo la reacción de 
transferencia de un grupo fosfato desde la molécula de ATP hasta la molécula de diacilglicerol 
(DAG) para dar lugar a ácido fosfatídico (PA) (Kanoh, Yamada et al. 1990) (Figura 4). El 
DAG es un segundo mensajero lipídico cuya importancia ha sido descrita en procesos de 
proliferación y diferenciación celular a través de la activación de PKCs (Asaoka, Nakamura et 
al. 1992; Ron and Kazanietz 1999), en la activación de α y β quimerinas (Ron and Kazanietz 
1999; Siliceo, Garcia-Bernal et al. 2006), en la activación de RasGRP (Ebinu, Bottorff et al. 
1998; Kawasaki, Springett et al. 1998; Tognon, Kirk et al. 1998) y en la regulación de los 
canales catiónicos TRPC-6 y TRPC-3 (Hofmann, Obukhov et al. 1999). Por otro lado, el PA 
es también un importante mensajero lipídico descrito como regulador de la quinasa Raf1 
(Ghosh, Strum et al. 1996; Ghosh, Moore et al. 2003), de PKC ζ (Limatola, Schaap et al. 
1994), de la quinasa en la posición 5 del fosfatidiliinositol 4 fosfato (PI4P5K) (Moritz, De Graan 
et al. 1992; Honda, Nogami et al. 1999) y de proteínas tirosina fosfatasas (Zhao, Shen et al. 
1993; Frank, Keilhack et al. 1999). Las DGKs, por tanto, además de contribuir al ciclo de los 
fosfoinosítidos regenerando intermediaros del mismo, tienen un papel modulador, regulando 
el balance entre el DAG y el PA. 
 Evolución de las DGKs
 Las DGKs constituyen una familia de proteínas muy conservada a lo largo de la 
evolución. Están presentes en organismos pluricelulares que incluyen Drosophila melanogaster 
(Masai, Hosoya et al. 1992; Harden, Yap et al. 1993; Masai, Okazaki et al. 1993),  C. elegans, 
plantas y mamíferos (Katagiri, Mizoguchi et al. 1996). En bacterias también se ha descrito 
la actividad DGK (Lightner, Bell et al. 1983), aunque la proteína transmembrana que lleva a 
35
Introducción
FIGURA 4. ACTIVIDAD DGK
Las DGKs son enzimas que catalizan 
la reacción de transferencia del fosfa-
to-γ desde la molécula de ATP hasta 
cualquier DAG que tenga libre el gru-
po hidroxilo en la posición 3 para dar 
lugar a ácido fosfatídico. Ambos lípi-
dos, DAG y PA, son lípidos esenciales 
para diferentes funciones celulares.
cabo esta función no guarda homología con las anteriores y, además de DAG, es capaz de 
fosforilar a otros lípidos neutros como las ceramidas (Preiss, Loomis et al. 1986). En levaduras, 
sin embargo, no se ha detectado actividad DGK ni se ha encontrado expresión de ninguna 
DGK, poniendo de maniﬁ esto que las funciones que llevan a cabo estas proteínas están 
relacionadas con organismos eucariotas superiores (Jiang, Sakane et al. 2000; Abe, Lu et al. 
2003).
Estructura de las DGKs
Todas las DGKs de mamíferos poseen un dominio catalítico común de 325 aminoácidos 
(Figura 5). No existe especiﬁ cad de sustrato por parte de las DGKs, a excepción de la DGKε 
que necesita ácidos grasos poliinsaturados en la posición 1 y 2 de la molécula de DAG, más 
concretamente ácido araquidónico (Tang, Bunting et al. 1996). El resto de DGKs son capaces 
de fosforilar cualquier DAG siempre que los ácidos grasos estén ocupando las posiciones 1 y 
2 de la molécula de glicerol (Houssa, Schaap et al. 1997; van Blitterswijk and Houssa 1999). 
Por lo tanto, la acción de las DGKs sobre los diferentes tipos de DAG no viene determinada por 
su especiﬁ cad de sustrato, sino por su accesibilidad al mismo, marcada ésta por diferentes 
tipos y/o dominios de regulación.
Dentro del dominio catalítico se alternan aminoácidos conservados y no conservados, 
destacando la secuencia altamente conservada GGXGXXG. Esta secuencia se encuentra 
conservada en la familia de las esﬁ ngosinas quinasas, donde se ha demostrado que la 
conservación de la segunda y tercera glicina es esencial para la unión del ATP y para la 
actividad catalítica de la enzima (Pitson, Moretti et al. 2002). La sustitución, en la secuencia 
de DGKs, de la segunda glicina por alanina o por aspártico da lugar a un mutante de DGK 
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sugiriendo que en DGKs la función de este dominio es análoga a la esﬁ ngosina quinasa. Los 
inhibidores farmacológicos R59022 y R59949 son, hasta ahora, las dos únicas moléculas 
capaces de inhibir la actividad DGK (de Chaffoy de Courcelles, Roevens et al. 1985; de 
Chaffoy de Courcelles, Roevens et al. 1989) siendo R59949 el más potente de los dos (Jiang, 
Sakane et al. 2000). Este inhibidor actúa de forma sinérgica y no competitiva con el ATP sobre 
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Células T, cerebro (oligodendrocitos)
y riñón.
Cerebro (neuronas), glándula 
adrenal e intestino.
Retina y cerebro (cerebelo).
Músculo esquelético, testículo, 
higado y leucocitos.
Tésticulo, pulmón, bazo, cerebro,
corazón, músculo, riñón e hígado.
Tésticulo y placenta.
Testículo, músculo esqueletico, 
páncreas, retina y cerebro.
Timo (células T), intestino, músculo,
pancreas, ojo y cerebro.
Cerebro y retina.
Cerebro, intestino, duodeno e 
higado. 
EXPRESIÓN TISULARDOMINIOS ESTRUCTURALESTIPOS
FIGURA 5. DIACILGLICEROL QUINASAS DE MAMÍFEROS
Las diez isoformas de DGKs conocidas se puede clasiﬁ car en cinco tipos en función de sus dominios 
de regulación. Todas las DGKs conservan un dominio catalítico común y al menos dos dominios ricos 
en cisteinas (C1). Particularmente, atendiendo al tipo al que pertenecen, también muestran dominios de 
unión a Ca2+ (manos de Ca2+), dominios de homología a pleckstrina, dominios con homología a MARCKS, 
dominios de homología a recoverina, dominios de repeticiones EPAP, dominios ricos en prolinas, mo-
tivos alfa esteril (SAM), motivos de unión a dominios PDZ, dominios de asociación a Ras (RA) y domi-
nios repetidos de anquirina. Aunque no están representadas en el esquema, también existen formas de 
procesamiento alternativo para las DGKs δ, ζ, η y β que dan lugar a una mayor diversidad estructural.
 Además del dominio catalítico, todas las DGKs presentan al menos dos dominios C1, 
denominados C1A y C1B  según el orden que ocupan dentro de la secuencia de aminoácidos. 
En el caso de las DGK, los dominios C1 son funcionalmente atípicos, y excepto el dominio 
C1A de DGKβ y de DGKγ (Shindo, Irie et al. 2003), el resto de dominios C1 de las DGKs no 
son capaces de unir DAG. El dominio C1B presenta una extensión de 15 aminoácidos que 
37
Introducción
ha servido para postular que su función es la de presentar el DAG al dominio catalítico (van 
Blitterswijk and Houssa 1999), si bien otros trabajos demuestran que estos dominios son 
dispensables para la actividad catalítica de las DGKs (Abe, Lu et al. 2003). Por otro lado, se 
postula que los dominios C1 pueden ser dominios de unión a otras proteínas por su analogía 
con la quinasa Raf que es capaz de unir Ras a través de su dominio C1 (Clark, Drugan et al. 
1997; Winkler, Cutler et al. 1998; Williams, Drugan et al. 2000).
 Clasiﬁ cación de las DGKs
 En mamíferos la familia de las DGKs está compuesta por diez isoformas que se clasiﬁ can 
en cinco subgrupos o tipos, atendiendo a sus dominios de regulación y a su expresión tisular/
celular (Sakane and Kanoh 1997; Topham and Prescott 1999; van Blitterswijk and Houssa 
2000; Imai, Kai et al. 2005)  (Figura 5).
 DGKs tipo I (DGKα,β,γ)
 Todas las DGKs que forman parte de esta subfamilia se caracterizan por tener dos 
dominios de unión a Ca2+ tipo manos de Ca2+ de 70 aminoácidos cada uno. Cada uno de 
estos dominios es capaz de unir una molécula de Ca2+, siendo la aﬁ nidad dependiente de la 
isoforma: en el caso de la DGKα, la constante de disociacación (Kd) de las manos de Ca2+ es 
un orden de magnitud superior respecto a DGKβ y a DGKγ (Yamada, Sakane et al. 2003). La 
unión del Ca2+ a los dominios tipo manos de Ca2+ provoca un cambio conformacional que 
se postula permite la apertura de la molécula de DGK dando lugar a su activación  (Yamada, 
Sakane et al. 1997; Jiang, Qian et al. 2000). En el caso de DGKα, el Ca2+ y la fosfatidilserina 
(PS), un lípido abundante en las membranas celulares, aumentan la actividad catalítica de 
la proteína (Sakane, Yamada et al. 1991). Sin embargo, el Ca2+ y la PS actúan de manera 
independiente en la activación de DGKα (Abe, Lu et al. 2003), puesto que mutaciones en el 
dominio catalítico de la proteína como son D497N y D697N afectan a la activación por Ca2+ 
pero no a la activación por PS. Además, estas mutaciones sugieren una interacción entre el 
dominio de regulación de la proteína que contiene las manos de Ca2+ y el dominio catalítico.
 Además de las manos de Ca2+, todas las DGKs de tipo I presentan un dominio de 
homología a recoverina (Jiang, Qian et al. 2000). Este dominio, aunque no une Ca2+, ayuda a 
las manos de Ca2+ a acoplar el ión y con ello favorece la perdida de la autoinhibición que las 
manos de Ca2+ ejercen sobre la proteína (Wang, Matsumoto et al. 2004). La importancia de 
las manos de Ca2+ también se demuestra a partir del estudio de localización de un mutante 
de DGKα acoplado a GFP que carece de estos dominios (Sanjuan, Jones et al. 2001), lo que 
permite demostrar que, en ausencia de las manos de Ca2+, DGKα permanece constitutivamente 
asociada a la membrana plasmática. El uso de este mutante de DGKα demuestra que cuando 
la proteína esta asociada a la membrana es capaz de regular la activación de ERK (Sanjuan, 
Jones et al. 2001).
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 La composición lipídica de la membrana también modula la actividad DGKα. Además 
de la PS, la fosfatidiletanolamina (PE) y el colesterol son capaces de aumentar la actividad 
DGKα induciendo un cambio conformacional de manera similar a como lo hace el Ca2+ 
(Fanani, Topham et al. 2004). Los lípidos fosforilados en la posición 3 del anillo de inositol, 
PI345P3 y PI34P2, también son capaces de unir y activar a DGKα (Cipres, Carrasco et al. 
2003). Sin embargo, la esﬁ ngomielina, otro lípido de membrana, inhibe la actividad DGKα 
(Fanani, Topham et al. 2004). De esta manera, la composición lipídica de la membrana puede 
determinar, junto con el Ca2+, la activación de DGKα.
 La movilización de DGKα desde el citosol a la membrana no responde a análogos de 
DAG, sino que es la acción conjunta del Ca2+ y de las tirosinas quinasas la encargada de la 
movilización de la proteína desde el citosol a la membrana plasmática (Sanjuan, Jones et al. 
2001). El papel de la actividad tirosina quinasa en la activación de DGKα se pone de maniﬁ esto 
en la activación de la proteína por los receptores de siete dominios transmembrana (GPCR) 
(Sanjuan, Jones et al. 2001), del factor de crecimiento hepático (HGF) (Cutrupi, Baldanzi et al. 
2000) y del receptor del factor de crecimiento endotelial (VEGF) (Baldanzi, Mitola et al. 2004), 
si bien nunca ha sido descrita la fosforilación directa de la enzima DGKα en respuesta, ni a 
éstos, ni a ningún otro tipo de estímulo o receptor (Figura 6).
FIGURA 6 . LA PROTEÍNA DGKα SE ACTIVA EN RESPUESTA A DIFERENTES RECEPTORES
La proteína DGKα es una enzima capaz de activarse por diferentes receptores, aunque el mecanismo general 
de activación depende de tirosinas quinasas, especialmente de la familia Src. En respuesta a estos receptores 
la función puede variar signiﬁ cativamente siendo una veces negativa, como es el caso de la regulación de 
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 A pesar de su similitud estructural, las DGKs de tipo I han sido asociadas a diferentes 
funciones. La DGKβ posee dos formas de expresión alternativas, una de estas formas tiene 
una truncación de los últimos 35 aminoácidos del extremo carboxilo terminal que impide la 
movilización de la proteína desde el citosol a la membrana plasmática en respuesta a TPA, un 
análogo del DAG (Caricasole, Bettini et al. 2002). Aunque aún no se conoce bien la función 
de DGKβ, la sobreexpresión de la forma de DGKβ truncada en el extremo carboxilo terminal 
está asociada con algunos casos de trastorno bipolar (Caricasole, Bettini et al. 2002), lo que 
junto con su expresión en cerebro (Goto and Kondo 1999) sugiere que DGKβ participa en 
la regulación de PKC en ciertas áreas del cerebro que controlan aspectos emocionales y 
cognitivos (Caricasole, Bettini et al. 2002).
 La proteína DGKγ funciona como un supresor de Rac1, uniéndose a él e impidiendo 
con su actividad catalítica la formación del lamelipodio (Tsushima, Kai et al. 2004). También ha 
sido descrita su expresión como una forma de regulación negativa durante la diferenciación 
de macrófagos (Yamada, Sakane et al. 2003). Respecto a su mecanismo de activación, 
DGKγ se asocia y se fosforila por PKCγ de una manera dependiente del Ca2+ y de la PS, de 
forma que la actividad PKC aumenta la actividad catalítica de DGKγ. Este aumento, a su vez, 
provoca la relocalización de PKCγ desde la membrana plasmática, de nuevo, hasta el citosol 
(Yamaguchi, Shirai et al. 2006). Así, DGKγ se considera como un regulador negativo de la 
actividad de PKCγ.
 DGK tipo II ( δ, η y κ)
 Todas las isoformas que pertenecen a esta subfamilia se caracterizan por tener un 
dominio catalítico dividido en dos partes que se encuentran separadas por una secuencia de 
300 aminoácidos. Además, poseen un dominio de homología a plextrina (dominio PH), que se 
ha descrito como un dominio de unión tanto a lípidos, como son el fosfatidilinositol 4,5 bifosfato 
(PI4,5P2) y los inositoles fosfato, como a proteínas, como son las PKCs o las subunidades βγ 
de las proteínas G heterotriméricas (Shaw 1996). Al menos el dominio PH de DGKδ es capaz 
de unirse a fosfolípidos (Takeuchi, Kanematsu et al. 1997). Particularmente, DGKδ posee 
también un dominio SAM que ha sido descrito, en otras proteínas, como un dominio de oligo 
y heterodimerización (Smalla, Schmieder et al. 1999) que, al menos en DGKδ, es necesario 
para la unión de la proteína a otras proteínas de membrana del retículo endoplásmico (van 
Blitterswijk and Houssa 2000). En un modelo de ratón KO para la proteína DGKδ se muestra 
que la función de esta proteína es importante en queratinocitos y en pulmón. La fosforilación 
en treonina del receptor de crecimiento epidérmico por parte de una PKC esta aumentada 
en estos ratones, de manera que se produce una mayor degradación del receptor y por tanto 
una menor señalización a través del mismo (Crotty, Cai et al. 2006) lo que provoca que los 
ratones mueran tempranamente después del nacimiento.
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 DGK tipo III (ε)
 Esta subfamilia posee un solo tipo de DGK, DGKε. Esta isoforma no posee dominios 
reguladores y se caracteriza por ser la única DGK con especiﬁ cidad de sustrato. En concreto, 
DGKε necesita ácido araquidónico en la molécula de DAG. Dado que los lípidos enriquecidos 
en ácido araquidónico son muy abundantes en el ciclo de los fosfoinositidos se postula que 
la DGKε  está  muy involucrada en la síntesis de intermediarios del mismo (Walsh, Suen et al. 
1995). La ausencia de DGKε en un modelo de ratón KO para la proteína muestra que estos 
ratones poseen una mayor resistencia al shock electroconvulsivo, con ataques más cortos 
y una recuperación más rápida tras la inducción del mismo (Rodriguez de Turco, Tang et 
al. 2001). Estos ratones presentan una disminución de la expresión de la cicloxigenasa-2 
(COX-2) y de la tirosina 3-monoxigenasa (TH) (Lukiw, Cui et al. 2005) las cuales catalizan las 
primeras reacciones en la síntesis de catecolaminas, relacionadas éstas con la inducción de 
procesos epilépticos.
 DGK tipo IV (ζ y ι)
 Las DGKs de tipo IV se caracterizan por tener un dominio MARKS que regula la 
localización de la proteína a través de un residuo de serina susceptible de fosforilación 
(Bunting, Tang et al. 1996; Goto and Kondo 1996; Ding, McIntyre et al. 1998). La fosforilación 
de la serina a través de una PKC provoca un cambio conformacional en DGK que oculta una 
señal de localización nuclear (NLS) haciendo que la proteína permanezca en el citosol. Por 
el contrario, la ausencia de fosforilación genera una proteína nuclear. La proteína PKCα es 
capaz de asociarse y fosforilar a DGKζ fuera y dentro del dominio MARKS (Luo, Prescott et 
al. 2003; Luo, Prescott et al. 2003). La activación de PKCα, y la consiguiente fosforilación del 
dominio MARKS de DGKζ, impide la asociación entre ambas proteínas. Esto a su vez impide 
el efecto regulador negativo que DGKζ ejerce sobre la actividad PKCα (Luo, Prescott et al. 
2003), y provoca un efecto inhibitorio de la función de DGKζ como regulador de los niveles 
de DAG durante la proliferación celular (Luo, Prescott et al. 2003). 
Las DGKs de tipo IV presentan en su extremo carboxilo una serie de al menos cuatro 
dominios repetidos de anquirina, y un dominio de unión a proteínas con dominios PDZ. En el 
caso de DGKζ, ambos dominios suponen una restricción para su migración desde el citosol 
hasta la membrana en respuesta al TCR, haciendo más compleja la activación de DGKζ por 
este receptor (Santos, Carrasco et al. 2002).
La ausencia de DGK-2, un homólogo de DGKζ y DGKι, causa en Drosophila la 
degeneración retinal de tipo A (rdgA). Estos individuos rdgA tienen células fotorreceptoras que 
se diferencian normalmente pero que degeneran rápidamente tras la eclosión. La ausencia 
de DGK-2 conduce a la degeneración del rabdómero debido a defectos en el recambio de 
fosfolípidos (Masai, Okazaki et al. 1993).
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Se han descritos ratones KO tanto para DGKζ como para DGKι. En el caso de DGKι 
el fenotipo de estos ratones revela que la proteína regula a RasGRP3, un GEF para Ras y 
Rap1 (Regier, Higbee et al. 2005). La activación de Rap1 antagoniza con la activación de Ras 
provocando la atenuación de las rutas controladas por Ras (Kitayama, Sugimoto et al. 1989). 
En los ratones KO para DGKι el aumento de la actividad RasGRP3 aumenta la activación 
de Rap1 y con ello una disminución de las rutas controladas por Ras (Regier, Higbee et 
al. 2005). El cruce de los ratones KO para DGKι con ratones transgénicos que expresan el 
protooncogen v-Ha-Ras disminuye la frecuencia de tumores en estos ratones. El fenotipo de 
los ratones KO para DGKζ ha sido muy estudiado en sistema inmune, donde la ausencia de 
la proteína provoca una mayor respuesta de la células T. 
 DGK tipo V (θ)
La DGKθ es el único representante de esta subfamilia. Esta isoforma de DGK está 
formada por tres dominios C1 que de forma coordinada participan en la localización de la 
proteína en la membrana plasmática (van Baal, de Widt et al. 2005). Presenta además un 
dominio PH  en el cual se superpone un dominio de unión a Ras. Aunque no se ha podido 
determinar la unión entre DGKθ y Ras, si se ha descrito la unión entre DGKθ y RhoA (Houssa, 
de Widt et al. 1999), ejerciendo esta interacción un efecto inhibitorio sobre la actividad 
quinasa de la enzima. Dado el papel de Rho A en la reorganización del citoesqueleto, se 
postula que DGKθ podría tener un papel en dicho proceso. Por último, la DGKθ  posee, en su 
extremo amino, un dominio rico en prolinas típico en la unión de dominios SH3 cuya función 
se desconoce (Houssa, Schaap et al. 1997).
Los receptores de braquidina y trombina, que son receptores acoplados a proteínas 
G heterotriméricas (GPCR), son capaces de movilizar DGKθ desde el citosol a la membrana 
plasmática por un mecanismo dependiente de la actividad PKC (van Baal, de Widt et al. 2005). 
Respecto a la función de DGKθ, aunque no existe un modelo de ratón KO para estudiarla, 
se ha descrito que la ausencia de su homólogo en C. Elegans, la proteína DGK-1, afecta a 
la transmisión sináptica. La serotonina inhibe la transmisión sináptica activando la liberación 
de acetilcolina. Esta función esta mediada por la proteína GOA-1, una subunidad Gα0, y por 
DGK-1. La activación de GOA-1 provoca la disminución de DAG, el cual es importante para la 
localización de la proteína UNC-13, lo que sugiere que DGK-1 afecta la transmisión sináptica 
disminuyendo la abundancia de UNC-13 en los sitios de liberación de acetilcolina, que es la 
encargada ﬁ nal de la atenuación de transmisión sináptica.
DGKs Y EL SISTEMA INMUNE
Las células T expresan dos familias diferentes de DGKs, DGKα (Tipo I) y DGKζ (Tipo 
IV). La función de ambas en respuesta a la estimulación del TCR está muy relacionada, en 
ambos casos se ha descrito su papel como atenuador de la ruta RasGRP/Ras/ERK/AP1 
(Sanjuan, Jones et al. 2001; Topham and Prescott 2001; Jones, Sanjuan et al. 2002; Zhong, 
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Hainey et al. 2002).
DGKα
La proteína DGKα se ha descrito como una enzima atenuadora de la ruta RasGRP/
Ras/ERK/AP1 (Sanjuan, Jones et al. 2001; Jones, Sanjuan et al. 2002). La expresión en 
células T de un mutante de DGKα sin actividad (KD) da lugar a un aumento en el nivel de 
fosforilación de ERK1/2 desencadenada por la estimulación del TCR (Jones, Sanjuan et al. 
2002). Este mutante KD actúa como un proteína dominante negativa respecto a la proteína 
DGKα endógena, puesto que se moviliza a la membrana plasmática de forma sostenida, 
impidiendo la localización de la enzima endógena (Jones, Sanjuan et al. 2002). La expresión 
de DGKα KD en células T provoca que la movilización de RasGRP1 desde el citosol a la 
membrana plasmática en respuesta a la activación del TCR en lugar de transitoria, sea 
sostenida; mientras que la expresión de mutante de DGKα constitutivamente asociado a la 
membrana impide esta movilización (Sanjuan, Pradet-Balade et al. 2003). De esta manera la 
localización de DGKα regula la activación de la ruta RasGRP1/Ras/ERK.
Se postula que la unión del Ca2+ a las manos de Ca2+ y la actividad de las tirosinas 
quinasas son necesarias para la movilización de DGKα desde el citosol a la membrana 
plasmática donde la proteína ejerce su función (Sanjuan, Jones et al. 2001). Sin embargo, poco 
está descrito de las tirosinas quinasas implicadas y su mecanismo de activación, aunque, por 
analogía con otros receptores, se cree que la familia de tirosinas quinasas Src juega un papel 
importante. Durante la activación de las células T, la actividad DGKα, además de atenuar la 
señal de activación mediada por el TCR, es esencial para la proliferación celular a través del 
receptor de IL2 (Flores, Casaseca et al. 1996). Este doble papel llevado a cabo por DGKα 
depende del mecanismo de activación de la proteína en función del receptor. A diferencia de 
la activación del TCR, en respuesta al receptor de IL2, no se produce la activación de ninguna 
PLC y, por tanto, no hay incremento de Ca2+. En este caso es la acción de la PI3K la que, 
mediante la generación de lípidos fosforilados en la posición 3 del anillo de inositol, modula 
la actividad de DGKα en respuesta a este receptor (Cipres, Carrasco et al. 2003).
El estudio del modelo KO de DGKα revela que no hay alteraciones en el desarrollo 
tímico, encontrándose el mismo número y proporción de las poblaciones de dobles positivas 
(DP), dobles negativas (DN) y simples positivas (SP) (Olenchock, Guo et al. 2006) y tampoco 
está afectada la colonización de los órganos linfoides secundarios, ni las poblaciones de 
células de memoria, ni de células T sin activar. El estudio de las células T maduras de estos 
ratones sí que muestra una prolongada activación de la ruta Ras/Raf1/ERK1-2, un aumento 
en la activación del factor de transcripción AP-1, y un fuerte nivel de proliferación en respuesta 




Las células T de ratón también expresan DGKζ. Su función, como en el caso de 
DGKα, está muy relacionada con la atenuación de la ruta RasGRP1/Ras/ERK/AP1 (Topham 
and Prescott 2001; Zhong, Hainey et al. 2002). En el caso de la DGKζ, la sobreexpresión de la 
proteína disminuye la activación de AP-1 en respuesta al TCR de una manera dependiente de 
la actividad quinasa de la proteína y de sus dominios C1 (Zhong, Hainey et al. 2002). DGKζ, 
además de a RasGRP1, es también capaz de regular la actividad de otros miembros de la 
familia RasGRP: RasGRP3 y RasGRP4 (Regier, Higbee et al. 2005).
El modelo de ratón KO para DGKζ ha permitido estudiar la inﬂ uencia de la misma en la 
respuesta inmune. Al igual que en el caso de DGKα presenta un desarrollo tímico normal. Sin 
embargo, posee una mayor activación de la respuesta inmune en respuesta al TCR. El estudio 
de las células T revela una mayor activación de ERK1/2, una mayor expresión de CD69 y 
CD25, ambos marcadores de superﬁ cie cuya expresión depende del factor de transcripción 
AP-1, y una mayor proliferación celular (Zhong, Hainey et al. 2003). Además, los mastocitos 
de estos ratones tienen disminuida la degranulación después de la estimulación del FcεRI, 
estando este fenotipo asociado con una menor activación de PLCγ, un menor ﬂ ujo de Ca2+, 
y una menor movilización de la proteína PKCβII a la fracción de membrana (Olenchock, Guo 
et al. 2006).
 Aunque ambas isoformas, DGKα y DGKζ, han sido caracterizadas como proteínas 
capaces de ser movilizadas a la membrana donde ejercen su función en respuesta a la 
estimulación del TCR (Santos, Carrasco et al. 2002; Sanjuan, Pradet-Balade et al. 2003), se 
diferencian en el mecanismo por el que se produce dicha movilización. Mientras que DGKα 
necesita de la unión del Ca2+ y de las tirosinas quinasas, DGKζ necesita la acción de una PKC 
que fosforile su dominio MARKS junto con la pérdida de la restricción negativa que suponen 
los dominios repetidos de anquirina y/o las secuencias de unión a dominios PDZ (Santos, 
Carrasco et al. 2002; Zhong, Hainey et al. 2002). La acción conjunta de ambas proteínas 
esta siendo estudiada a partir de la generación de los ratones doble KO para DGKα y DGKζ. 
Éstos, aunque aún no ha sido descrito, parecen tener afectado el desarrollo tímico y cuentan 
con una activación inapropiada de las timocitos que consiguen diferenciarse hacía célula T 
madura (Olenchock, Guo et al. 2006).
 LA INDUCCIÓN DE ANERGIA COMO UN MECANISMO DE TOLERANCIA 
INMUNOLÓGICA DE LAS CÉLULAS T PERIFÉRICAS
 El mantenimiento de la tolerancia inmunológica de las células T, además de por la 
selección negativa que se produce en el timo, está regulado en periferia por medio de la 
inducción de anergia en aquellas células T efectoras que son capaces de reconocer los 
antígenos propios, evitando con ello procesos autoinmunes.
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Durante la inducción de la anergia se ven afectadas tanto la activación de Ras (Fields, 
Gajewski et al. 1996; Li, Whaley et al. 1996), como la producción de DAG (Heissmeyer, Macian 
et al. 2004). Las células T que alcanzan el estado anergia también presentan un aumento en 
la expresión de DGKα (Macian, Garcia-Cozar et al. 2002; Zha, Marks et al. 2006) y DGKζ 
(Zha, Marks et al. 2006). En estas células T anérgicas, el aumento de DGKα se asocia con 
la deslocalización de RasGRP1 de la membrana plasmática (Zha, Marks et al. 2006). Esta 
deslocalización provoca la disminución de la actividad Ras lo que conduce a una menor 
expresión de genes que responden a su activación como es la expresión de IL2. Así, en la 
células anergizadas, la inhibición de la actividad DGKα restituye la expresión de IL2 revirtiendo 
dicho estado. Por otro lado, la expresión ectópica de DGKα es suﬁ ciente para causar el 
estado de anergia de las células T (Zha, Marks et al. 2006). La importancia de la DGKα en la 
inducción de anergia se conﬁ rma en el modelo de ratón KO para DGKα, donde la ausencia 
de la proteína interﬁ ere en el proceso de inducción de anergia a través de un aumento en la 
activación de la ruta Ras/Raf/ERK1-2 (Olenchock, Guo et al. 2006).
 Los estudios llevados a cabo en los modelos de ratón respecto a la inducción de 
anergia demuestran la importancia de DGKα en el establecimiento de la misma, pero no 
explican como una enzima fundamentalmente citosólica puede alterar el DAG presente en 
las membranas celulares. Al comienzo del estudio de DGKα llevado a cabo en esta tesis 
se desconocía el mecanismo exacto por el cual las tirosinas quinasas colaboran con las 
manos de Ca2+ en la movilización de DGKα en respuesta al TCR. Tampoco se sabía cómo en 
respuesta al receptor de IL2, donde no se produce incremento de Ca2+ en el citoplasma, se 
produce la activación de DGKα, y si las tirosinas quinasas colaboran en esta activación. Todo 






1. Estudio de la función de la proteína DGKα en células T como regulador negativo 
de la activación desencadenada por el TCR.
2. Caracterización funcional de nuevos dominios de regulación de DGKα que 
determinan la localización de la proteína en la membrana plasmática.
3. Determinación del mecanismo y de la función de las tirosinas quinasas de 
la familia Src en la movilización de DGKα desde el citosol a la membrana 
plasmática en respuesta al TCR. 
4. Estudio de la función de la actividad DGKα en la proliferación y en la 
diferenciación celular de los linfomas anaplásticos de célula grande (ALCL) 







• 32P-γ-ATP redivieu (10μCi/μl) (Amersham)
• Anti-β−actina (Sigma)
• Anti-CD25 (BD Pharmingen)
• Anti-CD69 (BD Pharmingen)
• Anti-IFNγ (BD Pharmingen)
• Anti-GFP policlonal (Molecular Probes)
• Anti-GFP monoclonal (Roche)
• Anti-MAPK (ERK1-2) (Zymed)
• Anti-fosfoMAPK (ERK1-2) (Cell Signalling)
• Anti-sustratos fosforilados de AKT (Cell Signalling)
• Anti-IκBα (Cell Signalling)
• Anti IgG de conejo acoplada a HRP (DAKO)
• Anti IgG de ratón acoplada a HRP (DAKO)
• Anti STAT5a/b (Santa Cruz Biotechnology)
• Anti PKCθ (Transduction laboratories)
• Anti pPKC (pan) (γThr514) (Cell signalling)
• Anti sustratos de PKC fosforilados en serinaer (Cell signalling)
• Anti CD3 humano (BD Pharmingen)
• Anti CD28 humano (BD Pharmingen)
• Anti HA (Covance)
• Anti p56/Lck humano monoclonal (BD Pharmingen)
• Anti Lck humano policlonal (Upstate)
• Anti PLCγ (Upstate)
• Anti-fosfoPLCγ (Tyr 783) (Cell Signalling)
• Anti fosfotirosina (Upstate)
• Anti-α-tubulina (Sigma Aldrich)
• Anti-Vimentina (Sigma Aldrich)
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• Dynabeads Mouse CD4 (L3T4)
• Gateway Technology (Invitrogen)
• ECL (Enhanced Chemistry Luminiscence) (Amersham Corp)
• Fitohemaglutinina A (Roche)
• Gamma-Bind G protein shepharose (Amersham Biosciences) 




• LY 294002 (Calbiochem)
• Nonidet P-40 (Sigma Aldrich)
• WHI-P154 (Calbichem)
• PMSF (Sigma Aldrich) 






 La línea celular BaF3 se mantiene en cultivo en medio RPMI suplementado con 2mM de 
glutamina, 10% suero fetal bovino (FCS), 50nM β-mercaptoetanol y 50 U/ml de interleuquina-
2 (IL2) recombinante o  sobrenadante de células Wehi3B que aporta interleuquina-3 (IL-3) al 
10%. Las líneas HEK293 (Fénix), Jurkat y Jcam se mantienen con medio DMEM suplementado 
con 2mM de glutamina, 10% de FCS. Las líneas celulares Molt-4, SU-DHL1 y Karpas 299 se 
mantienen con medio RPMI suplementado con 2mM de glutamina, 10% FCS. La línea celular 
presentadora de antígeno, EBV-221, se mantiene en cultivo en medio RPMI suplementado 
con 10% de FCS, 4mM de glutamina, 1 mM de piruvato sódico y aminoácidos no esenciales. 
Todas las líneas se mantuvieron a 37 C y 10% de CO2.
 AISLAMIENTO DE LINFOCITOS PRIMARIOS DE SANGRE PERIFÉRICA (PBLs) 
DE RATÓN
 Los PBLs de ratón se aislaron de bazo y de nódulos linfáticos mediante anticuerpos 
monoclonales acoplados a bolas magnéticas (DYNABEADS) según el protocolo establecido 
por la casa comercial. Los ratones de la cepa Balb C se sacriﬁ can y se les extraen los nódulos 
linfáticos y el bazo. Una vez obtenidos estos órganos, se ﬁ ltran por una malla que permite 
aislar los tejidos conectivos de los órganos de las células libres en suspensión. Posteriormente 
se lisan los eritrocitos de la suspensión celular mediante un tampón de lisis de eritrocitos 
(140mM NH4CL y 17 mM Tris-HCl (pH 7.2) y se procede al aislamiento de la células primarias 
de interés, en nuestro caso células T CD4+. Para llevar a cabo este proceso, y a partir de 
anticuerpos monoclonales acopladas a bolas magnéticas, se utilizan métodos de selección 
negativa, donde se descartan las células que se unen a anticuerpos monoclonales anti-B220, 
anti-CD8 y anti-Mac1, o métodos de selección positiva, mediante el cual se aislan las células 
que se unen al anticuerpo monoclonal anti-CD4+, y se descarta el sobrenadante. El grado de 
pureza del aislamiento se comprueba mediante tinción con un anticuerpo anti-CD4 acoplado 
a un ﬂ uorocromo y el posterior uso de técnicas de citometría de ﬂ ujo. Una vez obtenidas las 
células T CD4+, las células reciben la estimulación correspondiente, tras la cual se mantienen 
en cultivo en medio RPMI suplementado con 2mM de glutamina, 10% de FCS, 50nM β-
53
Materiales y Métodos
mercaptoetanol y un sobrenadante celular que aporta IL2 al 5%.
 ACTIVACIÓN DE CÉLULAS T DE RATÓN MEDIANTE PRESENTACIÓN 
ANTIGÉNICA
 Los ratones 5CC son ratones transgénicos para el reconocimiento antigénico de un 
péptido del citocromo C de paloma (PCC 88-104) KAERADLIAYLKQATAK, de manera que 
las células T de estos ratones son capaces de reconocer el péptido PCC en el contexto de 
la presentación antigénica del mismo por parte del MHC (Vratsanos, Jung et al. 2001). Para 
llevar a cabo la activación de las células T CD4+ de los ratones 5CC éstas se aislan del bazo 
de ratones de entre 4 y 6 semanas de vida según el protocolo descrito anteriormente. Una 
vez aisladas, para la estimulación con el PCC, las células se resuspenden en medio RPMI 
completo a una concentración de 1x106 células/ml y en la suspensión se incorporan PBLs de 
bazo previamente irradiados a 20 grays durante 5 minutos a una concentración de 0.5x106 
PBLs/ml y el péptido PCC (1μg/ml). Cada 48 horas se cambia el medio por medio RPMI 
completo suplementado con 5% de un sobrenadante celular que contiene IL2.
 AISLAMIENTO DE PBLs HUMANOS
 Los PBLs humanos se aislan de sangre periférica de individuos sanos. Para ello, 
un volumen de sangre se combina con un volumen igual de medio RPMI incompleto. La 
combinación se incorpora a un volumen igual de Ficoll, evitando la mezcla entre ambos 
volúmenes. La suma de los dos volúmenes se centrifuga a 840g durante 30 minutos, tras 
los cuales se recogen las células de la interfase. Estas células se lavan dos veces con medio 
incompleto y se resuspenden en medio RPMI completo (10% FCS, 2mM de glutamina, 1x 
aminoácidos no esenciales, 1mM piruvato sódico y antibióticos) en presencia de IL2 humana 
(20 U/ml) y ﬁ tohemaglutinina-L (PHA-L) (5μg/ml).
 LISIS CELULAR
 Las células se lisan en el tampón p70 (10 mM Hepes, pH 7.5, 15 mM KCl, 1 mM EDTA, 
1 mM EGTA, 10% glicerol, 0.2% Nonidet P-40, 1 mM ditiotreitol, 50 mM NaF, 10 µg/ml de 
leupeptina y de aprotinina, 1 mM PMSF, 1 mM ortovanadaro sódico, y 20 mM -glicerolfosfato) 
a 4º durante 10 minutos. Después el lisado se centrifuga a 15.000g, a 4º durante 15 minutos. 
En el sobrenadante se cuantiﬁ ca la cantidad de proteína, una vez cuantiﬁ cada mediante el 
detergente SDS se reducen las proteinas con tampón de Laemmli y se separan éstas en geles 
de poliacrilamidada y electroforesis SDS-PAGE. Las proteínas se transﬁ eren a membranas de 
nitrocelulosa y estas se analizan con anticuerpos especíﬁ cos frente a la proteína de interés.
 PLÁSMIDOS Y TRANSFECCIONES
 Los vectores de expresión para GFP-DGKα wt, GFP-DGKα Δ(1-196) y HA-DGKα 
usados fueron previamente generados y descritos en el laboratorio (Sanjuan, Jones et al. 
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2001; Cipres, Carrasco et al. 2003). Sobre los mismos se realizaron tanto las truncaciones 
como las mutaciones puntuales descritas en la Tabla Materiales 1.
Tabla Materiales 1
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 Para obtener las mutaciones puntuales de la tirosina 335 y de la glicina 433 se 
usa el sistema “QuickChange Site-directed mutagenesis kit” de Stratagene, siguiendo las 
instrucciones del fabricante.
 Para la transfección de las células Ba/F3 se recogen 12.5x106 de células en crecimiento 
exponencial y se resuspenden en un volumen de 500 μl de medio sin suero previamente 
atemperado. Se transfectan 20μg de ADN del plásmido de interés con un electrochoque que 
se realiza a 304 v y 975 μF. Después del electrochoque, las células se recuperan con 30 ml 
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de medio completo y 24 horas después se realiza el ensayo correspondiente. En el caso de 
las células Jurkat, se transfectan 20μg de ADN del plásmido de interés en el mismo número 
de células que en BaF3 pero se resuspenden en 400 μl de medio sin suero previamente 
atemperado. El electrochoque se realiza a 270 v y 975 μF y las células se recuperan con 
20 ml de medio completo, 24 horas después se realiza el ensayo. Las células HEK293 se 
transfectan con lipofectamina según las instrucciones del fabricante. Las células Fénix se 
transfectan con un protocolo de coprecipitación de ADN con fosfato cálcico (Ca3(PO4)2).
 GELES DE POLIACRILAMIDA Y WESTERN BLOT
 Las proteínas de los lisados celulares se separan en geles de poliacrilamida en 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). El porcentaje de los geles varía en función de 
la proteína analizada entre el 7.5% y el 12%. En el caso de DGKα el porcentaje fue del 
10%. Una vez realizada la separación de las proteínas, éstas se transﬁ eren a membranas de 
nitrocelulosa por técnicas de western blot. 
 El análisis de las membranas de nitrocelulosas se realiza con anticuerpos especíﬁ cos 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Excepto variaciones puntuales, en el protocolo 
básico se incuban las membranas de nitrocelulosa con leche al 5% en TBS durante una 
hora a temperatura ambiente para bloquearlas. Después se realizan 2 lavados de 10 minutos 
con TBS/Tween-20 0,1%, seguido de una incubación de 1 hora con el anticuerpo primario a 
temperatura ambiente. Pasada la hora, se lava la membrana de nitrocelulosa con 3 lavados 
de TBS/Tween-20 0,1% y se incuba con el anticuerpo secundario acoplado a la enzima HRP 
durante una hora a temperatura ambiente. Finalmente se lava 2 veces la membrana con 
TBS/Tween-20 0,1%, y se revela mediante la reacción luminiscente que genera la HRP en 
presencia de su sustrato para lo cual se usa el reactivo ECL. Esta reacción luminiscente se 
recoge por autoradiografía y se cuantiﬁ ca mediante el programa Image J.
 ANTICUERPOS NO COMERCIALES
 Anti-pY335DGKα
 Un péptido sintético correspondiente a la secuencia de DGKα P329-A339, NH2·C
PPSS(fosfoY)PSVLA·COOH se conjuga a KLH. 300 µg del antígeno conjugado a KLH se 
emulsionan con adyuvante de Freund completo y se inyectan en conejas de 10 meses de 
edad. Cada dos semanas, se reinyectan otros 150 µg de antígeno con adyuvante de Freund 
incompleto. Tres días después de la sexta reinyección, se sangra el conejo y el antisuero 
es recolectado. La especiﬁ cidad del anticuerpo es conﬁ rmada por dot blot y western blot 
usando un péptido no fosforilado, NH2-CPPSSIYPSVLA-COOH, y un mutante de DGKα que 
no puede ser fosforilado en la tirosina 335, Y335F. El anticuerpo reacciona con el péptido 




 El antisuero especíﬁ co frente a DGKα (anti-DGKα) se obtuvo mediante la inmunización 
de conejos con un péptido especíﬁ co de DGKα de ratón correspondiente a una región muy 
conservada del dominio catalítico de la proteína (Figura materiales 1a). Tras la obtención 
del suero de conejo, se comprueba la especiﬁ cidad del anticuerpo mediante la transfección 
transiente, en la línea celular Jurkat, de vectores de expresión que codiﬁ can para DGKα 















a) Alineamiento de secuencia del dominio catalítico de los ortólogos de DGKα que corresponde a la parte de 
la secuencia del péptido inmunogénico usado para obtener el suero de conejo anti-DGKα (K220). En verde 
esta marcado la parte de la secuencia que corresponde con el péptido de ratón utilizado.
b) Las células de la línea Jurkat se transfectaron con un vector de expresión que codiﬁ ca para diferentes 
ortólogos de DGKα. Éstos se han clonado del genoma humano, del genoma de ratón y del genoma de cerdo, 
y están acoplados, respectivamente, a las proteínas marcadoras myc, HA y GFP. A las 24 horas, las proteínas 
del lisado se separaron por técnicas de SDS-PAGE y western blot. La membrana de nitrocelulosa se reveló 
con el suero anti-DGKα (K220). Las células HEK293 se usaron como control negativo de la expresión de 
DGKα, ya que éstas células expresan la proteína a niveles prácticamente indetectables.
western blot, y el posterior análisis de la membrana de nitrocelulosa con el anticuerpo K220, 
demuestra la especiﬁ cidad del anticuerpo (Figura materiales 1b).
 CONSTRUCCIONES RETROVIRALES
 Los vectores retrovirales utilizados permiten la expresión de una proteína de interés 
junto con la resistencia a un antibiótico, como es la puromicina (MSCV-PURO), o junto con 
la expresión de la proteína verde ﬂ uorescente (IRES-GFP). Esto posibilita el seguimiento de 
la transducción retroviral dado que sólo las células que sobreviven a la incorporación de la 
droga, puromicina, o aquellas que expresan la proteína GFP se pueden considerar positivas 
para la infección. Las construcciones retrovirales utilizadas se resumen en la Tabla Materiales 
3. Las construcciones retrovirales (MSCV-PURO) están basadas en la tecnología GATEWAY 
(Invitrogen) para introducir la secuencia de ADN de la proteína de interés, mientras que las 
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construcciones IRES-GFP poseen sitios de restricción que permiten la incorporación de las 
secuencias de interés.
 Tabla Materiales 3
MSCV-puro IRES-GFP
DGKα Δ(1-196) clon 1 DGKα wt
DGKα Δ(1-196) clon 2 DGKα Δ(1-196)
 PRODUCCIÓN DE SOBRENADANTE VIRAL 
 Se tranfecta el ADN del vector retroviral a través de un protocolo de coprecipitación 
de ADN con fosfato cálcico (Ca3(PO4)2) en las células empaquetadoras de virus de la línea 
celular Fénix, básicamente células HEK293 que expresan de manera estable las proteínas 
de la envuelta del virus (gag-env-pol). La proporción de ADN usado es de 20 μg de ADN por 
cada 8x106 células empaquetadoras, las cuales se encuentran creciendo en placas de cultivo 
de 10 cm de diámetro. Después de 16 horas desde la transfección, se cambia el medio de 
cultivo de las células por el medio de cultivo de las células que van a ser transducidas. A 
las 24 horas de cambiar el medio se recoge este primer sobrenadante y se centrifuga 16 
horas a 4.000g para concentrar las particulas virales. Además, se renueva el medio de cultivo 
recolectado con medio fresco. A las 16 horas, se recolecta el segundo sobrenadante viral y 
se le incorporan las particulas virales del primer sobrenadante.
 TRANSDUCCIÓN RETROVIRAL
 Se puriﬁ can células T de bazo y timo de ratón que expresan CD4 mediante selección 
positiva de las mismas o selección negativa mediante depleción de células que expresan CD8, 
B220 (células B), y macrófagos. Para ambos tipos de selección se usan bolas magnéticas 
acopladas a anticuerpos especíﬁ cos (Dynabeads) usadas según las instrucciones del 
fabricante. El grado de puriﬁ cación se analiza por citometría de ﬂ ujo. Las células T CD4+ son 
activadas a través de la estimulación con anticuerpos anti-CD3/-CD28 pegados a placa. 
Para llevar a cabo esta estimulación las placas se tratan previamente durante 16 horas a 4ºC 
con un anticuerpo contra IgG de hamster. Después, las placas de lavan 3 veces con PBS y 
posteriormente se incorporan las células T CD4+ a una concentración de 2x106 células/ml 
junto con los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 (0.5μg/ml de CD3 y 1μg/ml de CD28). A las 
48 horas de la activación, las células T son transduccidas con el sobrenadante retroviral. Para 
ello, se retira el medio de las células T y se incorpora el sobrenadante viral a razón de 4-7 ml 
de sobrenadante por cada 2x106 de células T. Las células se centrifugan a 840g durante 1 
hora y 30 minutos a temperatura ambiente, y después se dejan en el incubador 3-4 horas a 37º 
C y 10% CO2. Una vez ha pasado este tiempo, se retira el sobrenadante viral y se incorpora 
medio fresco hasta dejar las células a una concentración de 1x106 células/ml. En el caso de 
vectores de resistencia a puromicina, se incorpora esta droga entre 36 y 48 horas después 
de la transducción. Entre 24 y 48 horas después de haber incorporado la puromicina, sólo las 
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células capaces de sobrevivir a la droga permanecen viables.
 INMUNOPRECIPITACIÓN
 Las células se lisan en tampón NP-40 (1% Nonidet P-40, 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 
mM NaCl, 10 mM NaF, 10 mM Na4P2O7, 1 mM Na3VO4, 1 mM PMSF, 10 ng/µl aprotinina, 10 
ng/µl leupeptina), después se centrifugan a 15.000g, 4ºC. Una vez se recoge el sobrenadante, 
se cuantiﬁ ca la cantidad de proteína del mismo. La inmunoprecipitación se realiza según las 
especiﬁ caciones de cada anticuerpo, por lo general 1-5 μg/ml de anticuerpo en 300-500 μg 
de proteína durante 1 hora a 4ºC. Pasado ese tiempo, se incorpora el anticuerpo secundario 
capaz de reconer el anticuerpo utilizado para inmunoprecipitar, Gamma-Bind G protein 
shepharose, 1 hora a 4ºC. Finalmente el inmunoprecipitado se recolecta por centrifugación, 
y se lava 2 veces con el tampón de lisis NP-40 usado para lisar, una vez con un tampón LiCl 
(0.5M LiCl y Hepes 50mM pH 7.4) y 3 veces con tampón Hepes 50mM pH 7.4.
 FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR
  El fraccionamiento se realiza como se describe en Cao, Janssen et al. 2002 con las 
siguientes modiﬁ caciones. Las células Jurkat se recolectan y se resuspenden en tampón 
de lisis 1 previamente enfriado (5 mM Tris-HCl, pH 7.5, 10 mM NaCl, 0.5 mM MgCl2, 1 mM 
EGTA, 1 mM DTT y 40 μg/ml de digitonina) suplementado con la mezcla de inhibidores de 
proteínas. Se lisan las células durante 15 minutos a 4º C, después se centrifugan a 4500g 
durante 4 minutos a 4º C y se recoge el sobrenadante (fracción citosólica, C). La fracción 
insoluble se resuspende en tampón de lisis 2 previamente enfriado (5 mM Tris-HCl, pH 7.5, 10 
mM NaCl, 0.5 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 1 mM DTT y 0.2% NP-40) y se lisa durante 10 minutos 
a 4ºC, después se centrifuga a 15000g, 15 minutos a 4º C y se recoge el sobrenadante 
(fracción de membrana, M1). La fracción insoluble de este segundo lisado es resuspendida 
en el tampón de lisis 3 (5 mM Tris-HCl, pH 7.5, 10 mM NaCl, 0.5 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 1 
mM DTT y 1 % NP-40) y sujeta al mismo proceso que con el tampón 2. El sobrenadante de 
esta segunda fracción contiene las proteínas más fuertemente asociadas a las membranas 
celulares (fracción de membrana, M2). La última fracción insoluble es resuspendida en 
tampón de carga de proteínas (tampón de Laemmli) y corresponde a la fracción de proteínas 
del citoesqueleto (Ck). Las diferentes fracciones son separadas por técnicas de SDS-PAGE y 
western blot.
 ENSAYO DGK
 Las proteínas son inmunoprecipitadas según su protocolo y su actividad se ensaya 
mediante incorporación del fosfato gamma de una molécula de ATP marcado radiactivamente 
(P32) en la molécula de DAG de cadena de ocho átomos de carbono, 1,2-octanoil- sn-glicerol 
(C8-DAG), para dar lugar a ácido fosfatídico con una cadena de ocho átomos de carbono 
marcado con fósforo 32 (C8-32PA). La reacción se lleva a cabo a temperatura ambiente 
durante 10 minutos, y una vez se produce, los lípidos son extraídos mediante un solvente 
59
Materiales y Métodos
compuesto de CHCL3/MeOH/HCL(2N) (20:10:5,v/v/v). Los lípidos son secados por medio 
de centrifugación en vacio atmosférico, para después ser resuspendidos en un solvente de 
CHCL3, MeOH, y amonio 4M (9:7:2,v/v/v). Estos lípidos son separados en cromatografía 
en capa ﬁ na (TLC) y el resultado de la separación se visualiza por autoradioagrafía de las 
misma.
 MICROSCOPÍA CONFOCAL
 Las células Jurkat, 24horas después de la transfección, se centrifugan y resuspenden 
en HBSS (25mM de hepes KOH pH 7.4, 1mM MgCl2, 1mM CaCl2, 132 mM NaCl, 0,1% 
BSA), para después transferirlas a cámaras de microscopía recubiertas con poli-D,L-lisina 
y, tras permitir que se adhieran, se mantienen a 37º C. Las imágenes son capturadas con un 
microscopio confocal Leica y analizadas con el programa ImageJ.
 ESTIMULACIÓN DE CÉLULAS CON ANTICUERPOS ANTI-CD3/ANTI-CD28 
PEGADOS A PLACA
 La superﬁ cie de las cámaras de microscopía se incuban con una mezcla de anticuerpos 
anti-CD3/anti-CD28 (5μg/ml cada uno) en 150mM Tris-HCl pH8, a temperatura ambiente 
durante 1 hora o a 4º C durante 16 horas. Las células Jurkat, transfectadas 24 horas antes 
con la construcción indicada, se centrifugan y se resuspenden en HBSS. Estas células se 
incorporan a las cámaras de microscopia previamente atemperadas a 37º C, y se recogen 
las imágenes por microscopia confocal a los tiempos indicados tomando como tiempo cero 
el momento en que se incorporan las células. Las imágenes son analizadas con el programa 
ImageJ.
 ESTIMULACIÓN DE CÉLULAS CON ANTICUERPOS SOLUBLES CD3/CD28
 Las células de la línea Jurkat en crecimiento exponencial se recogen en tampón 
HBSS (25mM de hepes KOH pH 7.4, 1mM MgCl2, 1mM CaCl2, 132 mM NaCl, 0,1% BSA) en 
tubos de 1.5 ml, uno por cada punto de estimulación, a una concentración nunca superior a 
5x106 células/ml. Las células son estimuladas con anticuerpos anti-CD3 o anti-CD3 y anti-
CD28 a una concentración ﬁ nal de 1μg/ml cada uno. En el caso de usar el inhibidor de DGK, 
R59949, las células son incubadas 30 minutos antes de la estimulación con el inhibidor a una 
concentración de 30 μM. Tras la estimulación durante los tiempos indicados, las células se 
congelan a -80ºC y posteriormente se lisan para analizar las proteínas por técnicas de SDS-
PAGE y western blot.
 ESTIMULACIÓN DE LAS CÉLULAS CON MICROESFERAS RECUBIERTAS DE 
ANTICUERPOS ANTI-CD3 Y ANTI-CD28
 Para recubrir a las microesferas con los anticuerpos se incuban 0.5x106 microesferas 
con 1μg de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 en 1 ml de PBS durante 90 minutos. Pasado 
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el tiempo, se centrifugan las microesferas para retirar el sobrenadante e incorporar 1.5 ml 
de BSA 1% en PBS durante 30 minutos. Las microesferas se lavan tres veces con PBS para 
después conservarlas a 4 ºC hasta su uso. Para la estimulación de las células, éstas se ponen 
en contacto con las microesferas a razón de 1 célula por microesfera, y se toman imágenes 
con el microscopio confocal. Las imágenes son analizadas con el programa ImageJ.
 ESTIMULACIÓN DE CÉLULAS JURKAT CON PRESENTACIÓN ANTIGÉNICA DE 
SEE
 Las células presentadoras de antígeno EBV-221 se cargan con el superantígeno SEE 
(SEE de Staphylococcus). Se incuban 10x106 células con 10μl de SEE (0.1mg/ml) en 1 ml de 
medio sin suero durante 2h a 37ºC. Pasado este tiempo se lavan dos veces con medio sin 
suero y se mantienen a 37º C en medio completo hasta su uso. En el momento de usarlas, las 
células EBV-221 cargadas con el superantígeno se  juntan con la misma cantidad de células 
Jurkat, se cetrifugan durante 2 minutos, se resuspenden en 500 μl de HBSS y se incuban 
15 minutos a 37º C. Las células se incorporan a una cámara de microscopía previamente 
atemperada. Las imágenes se toman con un microscopio confocal y se analizan mediante el 
programa Image J.
 CITOMETRÍA DE FLUJO
 Marcaje de proteínas de la superﬁ cie celular
 Las células (1x105-2x105) son centrifugadas a 210g en una placa multipocillo de fondo 
cóncavo durante 1 minuto y lavadas 2 veces con el tampón PBSs (PBS/1% FCS/1% azida 
sódica). Posteriormente son resuspendidas en PBSs al que previamente se le ha incorporado 
la mezcla de anticuerpos acoplados a ﬂ uorocromos de las proteínas que se van a analizar de 
la superﬁ cie celular, y la mezcla se deja incubando durante 30 minutos a 4ºC en condiciones 
de oscuridad. A los 30 minutos, se lavan con el tampón PBSs para ﬁ nalmente resuspenderlas 
en PBSs. El marcaje celular fue analizado por citometría de ﬂ ujo en un citómetro de la marca 
Coulter o Beckton Dickinson.
 Tinción intracelular de proteínas
 Las células (0.5-1 x106 células) se estimulan durante 4-6h horas con anti-CD3/
anti-CD28 pegado a placa (0.5 μg/ml de anti-CD3 y 1 μg/ml de anti-CD28). Durante las 2-
3 última horas de estimulación se incorpora brefeldina A (BFA) a 10μg/ml. Transcurrido el 
tiempo de estimulación, se recogen, se resuspenden las células en 200μl de PFA al 4% y se 
incuban durante 10 minutos a 4ºC, después se lavan las células con PBS y se resuspenden 
en 200μl de PBS/0.5% saponina/1% BSA, en anticuerpos de bloqueo “FcBlock” (1/100 en 
PBS/0.5% saponina/1% BSA) incubándose durante 10 minutos. Se centrifugan y se retira el 
sobrenadante, posteriormente se resuspenden en PBS/0.5% saponina/1% BSA añadiendo 
en ella los anticuerpos anti-IL2 y anti-IFNγ. Se incuban durante 30 minutos a temperatura 
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ambiente, se lavan las células con PBS/0.5% saponina/1% BSA 3 veces, y 2 veces con PBS. 
Finalmente se analiza por FACS la expresión de IL2 e INFγ.
 Ensayo de proliferación con el marcador ﬂ uorescente: CFSE
 Se lavan las células 2 veces con PBS y se resuspenden de nuevo en PBS a una 
concentración de 2x107 células/ml. Se diluye el stock de CFSE (10mM) entre 1000 y 2000 
veces en PBS. Se mezclan las células con el CFSE a una relación 1:1 (v/v) y se agitan, 
periódicamente, durante 8 minutos a temperatura ambiente. Se para la incorporación de 
CFSE con un volumen igual de FCS, se mezcla bien y se deja reposar la mezcla durante 
1 minuto. Se lavan las células dos veces con PBS que contiene un 10% de FCS, en cada 
lavado se dejan reposar las células durante 5 minutos. Finalmente se resuspende en medio 
completo para células T.
 Ciclo celular
 Para analizar el ciclo celular mediante la tinción de ADN con ioduro de propidio, se 
recogen entre 0.2 y 0.5x106 células a una concentración de entre 0.5 y 1.0x106 células/ml, se 
centrifugan, y se lisan con 50μl de detergente (ADN PrepTM LPR). A la mezcla se le incorporan 
500μl de ioduro de propidio (ADN PrepTM Stain) y se mantiene a 37º C y oscuridad durante 30 







1. ESTUDIO DE LA FUNCIÓN DE LA PROTEÍNA DGKα EN CÉLULAS T COMO
REGULADOR NEGATIVO DE LA ACTIVACIÓN DESENCADENADA POR EL TCR
 El proceso de activación de las células T está regulado tanto por la señal procedente 
del TCR en respuesta a la presentación antigénica, como por la señal de coestimulación 
procedente de la proteína transmembrana CD28 tras su interacción con la proteína B7.2 
situada en la célula presentadora del antígeno (Zaru, Berrie et al. 2001; Diehn, Alizadeh 
et al. 2002). La activación de las células T provoca la expresión diferencial de genes que 
dan lugar a la respuesta inmune (Diehn, Alizadeh et al. 2002). La estimulación del TCR, en 
ausencia de la señal de coestimulación del CD28, induce en las células T el estado de anergia 
(Macian, Garcia-Cozar et al. 2002), que provoca en la célula un estado de insensiblización a 
la estimulación del TCR, anulando la señalización que procede del mismo. El establecimiento 
del estado de anergia, uno de los mecanismos que tienen las células T para mantener la 
tolerancia inmunológica (Schwartz 2003), implica de manera fundamental, la regulación de la 
ruta Ras/ERK/c-fos/AP1 (Boussiotis, Freeman et al. 1997). Está descrito que en la inducción y 
en el establecimiento del estado de anergia es esencial el ﬂ ujo de Ca2+ que lleva a la activación 
de la cascada de señalización que regula al factor de transcripción NFAT, de manera que, en 
ausencia de activación de AP-1, éste da lugar a una expresión diferencial de genes causantes 
del mantenimiento y de la inducción de anergia (Macian, Garcia-Cozar et al. 2002).
 Dentro de la expresión diferencial que se produce durante la activación de la célula T, 
el gen que codiﬁ ca para DGKα es uno de los genes cuya expresión disminuye al comienzo 
de la activación (Sanjuan, Pradet-Balade et al. 2003), coincidiendo con la expresión de genes 
que dependen de la activación de Ras/ERK/c-fos/AP-1, como es CD69 (D’Ambrosio, Cantrell 
et al. 1994; Castellanos, Munoz et al. 1997). A lo largo de la denominada activación tardía, 
DGKα recupera el cuarenta por ciento de la expresión que tenía previamente a la activación 
(Sanjuan, Pradet-Balade et al. 2003). Por otro lado, el gen que codiﬁ ca para DGKα es uno 
de los genes inducidos  durante el establecimiento del estado de anergia (Macian, Garcia-
Cozar et al. 2002). Dada la importancia que está recibiendo el establecimiento del estado de 
anergia, y puesto que su inducción depende del equilibrio de señales desencadenadas por el 
DAG y el Ca2+ generados a partir de la activación del TCR, se realizó un estudio detallado de 
los mecanismos que regulan la expresión de la proteína DGKα durante la respuesta a partir 
de dicho receptor.
 La expresión de DGKα durante la activación del TCR depende de la señal 
coestimuladora del receptor CD28 y de la proliferación desencadenada en las célula T
 Puesto que las señales del TCR y del CD28 son esenciales para determinar la respuesta 
inmune en las células T (Diehn, Alizadeh et al. 2002), se determinó la inﬂ uencia que ejercen 
ambas en la expresión de DGKα. Para ello, se aislaron células T de bazo de ratón que se 
estimularon con anticuerpos anti-CD3, que mimetizan la señal sólo del TCR, en presencia 
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CD28. Se tomaron muestras del cultivo a diferentes tiempos de la activación donde se analizó 
la expresión de DGKα, observándose la expresión atenuada de la proteína en las células 
estimuladas respecto al control sin estimular, o a las células estimuladas sólo con anti-CD3. 
El resultado obtenido demuestra que la señal derivada de la coestimulación es necesaria para 
disminuir la expresión de DGKα en respuesta a la activación de la célula T  (Figura 7a). 
b)  Células T CD4+ aisladas de ratones 5CC, se estimularon a través de la presentación antigénica, in 
vitro, con el péptido PCC. Tras la estimulación, se tomaron muestras del cultivo celular a los tiempos 
indicados. Se lisaron las células y las proteínas se separaron por técnicas de SDS-PAGE y western blot. 
La membrana de nitrocelulosa se analizó con anticuerpos anti-DGKα, anti-p27 y anti-tubulina, este últi-
mo usado como control de carga.
c)  Células T CD4+ aisladas de bazo de ratón se estimularon con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 
incorporados al medio de cultivo. 16 horas después, las células fueron divididas en dos mitades: una 
de las mitades se mantuvo como control y  la otra mitad se incubó con el inhibidor de ciclo celular ra-
pamicina (Rap) a una concentración 0.5 µM. Se tomaron muestras del cultivo a los tiempos indicados y 
se lisaron para después separar las proteínas por técnicas de SDS-PAGE y western blot. El análisis de 
la membrana de nitrocelulosa se realizó usando un anticuerpo especíﬁ co frente a DGKα (anti-DGKα), 
un anticuerpo especíﬁ co frente a  p27 (anti-p27) y un anticuerpo anti-tubulina, este último como control 
de carga.
FIGURA 7. LA EXPRESIÓN DE DGKα SE 
REGULA DURANTE LA ACTIVACIÓN/PRO-
LIFERACIÓN DE LA CÉLULA T
a) Células T CD4+ aisladas de ratón se es-
timularon con anticuerpos anti-CD3 sólo o 
junto con anticuerpos anti-CD28, incorpora-
dos ambos en el medio de cultivo de las cé-
lulas. Se tomaron muestras del cultivo a los 
tiempos indicados y, tras lisar las células, se 
separaron las proteínas por técnicas de SDS-
PAGE y western blot. La membrana de nitro-
celulosa  se analizó mediante el uso de un 
anticuerpo especíﬁ co de DGKα (anti-DGKα) 
y un anticuerpo especíﬁ co de tubulina (anti-
tubulina) como control de carga.
 Para demostrar la importancia de la coestimulación en la regulación de la expresión 
de DGKα, se utilizó un estímulo más ﬁ siológico como es la presentación antigénica. Para ello, 
se usaron ratones transgénicos para el TCR (ratones 5CC), cuyas células T son capaces de 
reconocer la presentación antigénica de un péptido especíﬁ co del citocromo C de paloma 
(PCC) (Vratsanos, Jung et al. 2001). Se aislaron células T que fueron estimuladas, in vitro, con 
células presentadoras de antígeno (APC) cargadas con PCC en las que se analizó la expresión 
de DGKα. El resultado mostró una atenuación de la expresión de DGKα similar al observado 
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cuando las células se estimularon con anti-CD3 y anti-CD28 (Figura 7b). En estas muestras, 
se estudió, además, cómo era la expresión de DGKα durante la proliferación desencadenada 
por el TCR. Para visualizar la proliferación de las células T se analizó la expresión de p27, un 
inhibidor de ciclo celular cuya degradación permite la proliferación celular. Se observó que 
los niveles de expresión de DGKα coincidían con la disminución y el posterior aumento de los 
niveles de expresión de p27.
 Para estudiar la relación entre la expresión de DGKα y la proliferación de las células T, 
se usó la rapamicina, un inhibidor farmacológico de ciclo celular (Terada, Lucas et al. 1993). 
El resultado mostró que la inhibición del ciclo, visualizada por el aumento de los niveles de 
expresión de la proteína p27, provocaba la recuperación de la expresión de DGKα a niveles 
similares a los que tenía antes de la estimulación del TCR (Figura 7c), demostrándose que la 
expresión de DGKα durante la activación de la célula T, no sólo depende de la señal del TCR y 
de la señal de coestimulación del CD28, sino que además depende de la proliferación celular 
desencadenada.
 
 La actividad DGKα inﬂ uye de manera negativa en la expresión de los marcadores 
de activación CD69 y CD25 durante la activación de las células T
 La disminución en la expresión de DGKα durante la activación de las células T coincide 
con la expresión de marcadores de superﬁ cie desencadenada por la activación del TCR. 
Entre estos marcadores de superﬁ cie se encuentran CD69, una lectina (Castellanos, Munoz 
et al. 1997) que se expresa al comienzo de la activación y que se considera un marcador de 
activación temprana, y CD25, cuya expresión es posterior a la del CD69, y que se considera 
un marcador de activación tardía. CD25 es la cadena alfa del receptor de interleuquina 2 
(IL2r) que, junto con la expresión de IL2, marca el comienzo de la proliferación de las células 
T. La ruta Ras/ERK/c-fos/AP-1 regula la expresión tanto de CD69 como de CD25 durante la 
activación de las células T. Puesto que CD69 ha sido descrito como un gen regulado por la 
actividad DGKα (Sanjuan, Jones et al. 2001), y los niveles de DGKα disminuyen durante la 
activación, se estudió si la disminución de los niveles de expresión de DGKα era suﬁ ciente 
para permitir la expresión de CD69 y CD25 o, por el contrario, la proteína DGKα que se sigue 
expresando ejercía inﬂ uencia en la expresión de estos marcadores de activación. Para ello, se 
aislaron células T de ratón que se activaron a través de la estimulación del TCR y de la señal 
coestimuladora del CD28, en presencia o en ausencia de R59949, un inhibidor de la actividad 
DGKα. El marcaje de las células T con anticuerpos especíﬁ cos de CD69 y de CD25, y el 
posterior análisis a través de técnicas de citometría de ﬂ ujo detectó la expresión de CD69 24 
horas después de la estimulación del TCR y la de CD25 48 horas después. Ambas expresiones 
desaparecían 72 horas después de haber recibido la estimulación del TCR. La inhibición de la 
actividad DGKα evitaba la disminución de la expresión en la membrana plasmática de CD69 
y CD25 en respuesta al TCR, lo que sugiere que aunque los niveles de la DGKα disminuyen 
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durante la activación, la DGKα que aún se expresa participa en la regulación negativa de las 
señales procedentes del TCR (Figura 8).
 La expresión de una forma de DGKα constitutivamente activa disminuye la 
expresión de CD69 y CD25 desencadenada por el TCR
 El resultado anterior pone de maniﬁ esto el papel de la DGKα como regulador negativo 
de la señal procedente del TCR. Para determinar mejor la importancia de esta función, 
se analizó el efecto que tenía la expresión ectópica de DGKα en células T de ratón. Para 
llevar a cabo este estudio se utilizaron técnicas de transducción retroviral. Estas técnicas 
permiten la introducción en una célula, en nuestro caso en células T de ratón, de un vector 
de expresión retroviral que codiﬁ ca para una proteína de interés junto con otra proteína que 
inﬁ ere resistencia al antibiótico puromicina; de manera que, 24 horas después, sólo aquellas 
células infectadas con el vector retroviral serán capaces de sobrevivir a la puromicina (ver 
materiales y métodos). 
 Para determinar el efecto que produce un exceso de actividad DGKα en la activación 
de las células T, se diseñó un vector retroviral que expresaba un mutante de DGKα 
constitutivamente activo, DGKαΔ(1-196) (Jiang, Qian et al. 2000; Sanjuan, Jones et al. 2001). 
Para comprobar la expresión correcta de dicha proteína se analizaron, en los lisados de las 
células empaquetadoras del virus, en nuestro caso las células de la línea Fénix, la expresión 
de dos clones de DGKαΔ(1-196) con un anticuerpo especíﬁ co de DGKα. El resultado obtenido 


















































FIGURA 8. LA INHIBICIÓN DE LA ACTIVIDAD DGKα EVITA LA  DISMINUCIÓN DE LA EXPRESIÓN 
DE LOS MARCADORES DE SUPERFICIE CD69 Y CD25 DESENCADENADA POR EL TCR
Células T CD4+ que se aislaron de bazo de ratón se dividieron en dos partes incorporándo-
se, a una de ellas, el inhibidor de DGKs de tipo I, R59949 (DGK inh) a una concentración de 
30µM, manteniendose la otra parte como control. Ambos cultivos se estimularon con anticuer-
pos anti-CD3 y anti-CD28, y  a los tiempos indicados se tomaron muestras del cultivo donde se ana-
lizó la expresión de los marcadores de superﬁ cie CD69 y CD25 mediante el uso de anticuerpos es-
pecíﬁ cos de los mismos acoplados a ﬂ uorocromos, y el posterior análisis por citometría de ﬂ ujo.
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FIGURA 9. LA EXPRESIÓN DE UN MUTANTE DE DGKα CONSTITUTIVAMENTE ACTIVO DISMINUYE 
LA EXPRESIÓN DE LOS MARCADORES DE SUPERFICIE CD25 Y CD69 DESENCADENADA POR EL 
TCR
a) Representación de DGKα wt y de su mutante DGKα ∆(1-196). Las células de la línea Fénix, que expre-
san de manera estable las proteínas gag, env y pol, se transfectaron con los vectores retrovirales MSCV 
(control), MSCV DGKα∆(1-196) clon 1 y MSCV DGKα∆(1-196) clon 2. A las 24 horas, las células se re-
cogieron y se lisaron, para posteriormente separar las proteínas por técnicas de SDS-PAGE y western 
blot. El análisis de la membrana de nitrocelulosa se realizó mediante el uso de un anticuerpo anti-DGKα.
b) y c) Células T CD4+ aisladas del bazo y de los nódulos linfáticos de ratón se estimularon con anticuerpos 
anti-CD3 y anti-CD28 pegados a placa. A las 48 horas, las células se transdujeron con sobrenadantes re-
trovirales que contienen los virus que codiﬁ can para MSCV (control), MSCV DGKα ∆(1-196) clon 1 y MSCV 
DGKα ∆(1-196) clon 2 junto con una resistencia a la  puromicina. 24 horas después de la transducción se in-
corporó puromicina para seleccionar las células transducidas. Las células que sobreviven a las 24 horas se 
estimulan con concacanavalina A (Con A) para activar el TCR. A los tiempos indicados se tomaron muestras 
del cultivo celular y se analizó la expresión de los marcadores de superﬁ cie CD69 y CD25 mediante marcaje 
con anticuerpos especíﬁ cos de ambos, y el uso de técnicas de citometría de ﬂ ujo. En b) se compara la ex-
presión de CD69 a los tiempos indicados y para los diferentes vectores de expresión retroviral utilizados, y 
en c) se representa el porcentaje de células positivas para CD69 en los diferentes tiempos de estimulación. 
 Se usaron los dos clones de DGKαΔ(1-196) para transducir células T de ratón 
previamente activadas. Tras la selección de las células T con puromicina, se estimuló el TCR 
de manera inespecíﬁ ca con concanavalina A, y se analizó, mediante técnicas de citometría de 
ﬂ ujo, la expresión en la superﬁ cie del marcador de activación, CD69. Este análisis demostró 




FIGURA 10. LA EXPRESIÓN DE UN MUTANTE DE DGKα CONSTITUTIVAMENTE ACTIVO DISMINUYE 
LA MUERTE PRODUCIDA POR LA ACTIVACIÓN DEL TCR (AICD)
a) Células T CD4+ aisladas del bazo y de los nódulos linfáticos de ratón se estimularon con anticuerpos 
anti-CD3 y anti-CD28 pegados a placa. A las 48 horas, las células se transdujeron con sobrenadantes re-
trovirales que contienen los virus que codiﬁ can para MSCV (control), MSCV DGKα ∆(1-196) clon 1 y MSCV 
DGKα ∆(1-196) clon 2 junto con una resistencia a puromicina. 24 horas después de la transducción, se 
incorporó  puromicina. 36 horas después de añadir la droga las células que sobrevivivieron se estimularon 
con Con A (5µg/ml) para activar de forma inespecíﬁ ca el TCR. 5 días después se volvió a dar una segunda 
estimulación con Con A (5µg/ml).
b) Tras ambas estimulaciones, se determinó la supervivencia celular por citometría de ﬂ ujo a partir del 
análisis de la complejidad y del tamaño celular, considerando vivas a las células más grandes y menos 
complejas, y muertas a las células más pequeñas y complejas.
 La expresión de una forma de DGKα constitutivamente activa disminuye la 
muerte celular desencadenada por el TCR (AICD)
 Puesto que DGKα disminuye la muerte celular procedente de la activación de las 
células T (Alonso, Rodriguez et al. 2005; Alonso, Mazzeo et al. 2006), se analizó la inﬂ uencia 
de la expresión de DGKαΔ(1-196) en la muerte celular tras la activación del TCR (AICD). Para 
ello se estudió, por técnicas de citometría de ﬂ ujo, la viabilidad de las células T en respuesta 
a estimulaciones repetidas del TCR. Se estableció la viabilidad celular en función del tamaño 
y de la complejidad celular, considerándose a las células más pequeñas y complejas como 
células no viables. Así, se pudo comprobar cómo la expresión de DGKα Δ(1-196) aumenta 
la viabilidad celular tras dos estimulaciones sucesivas de las células T, las cuales sí hacen 




































































 La expresión de la forma de DGKα constitutivamente activa disminuye la 
expresión de IL2 e INFγ
 El DAG y el PA son lípidos responsable de la ﬁ sión y fusión de vesículas desde el aparato 
de Golgi hasta la membrana plasmática (Sprong, van der Sluijs et al. 2001). Para descartar que 
DGKα pudiera afectar el tráﬁ co vesicular se analizó la expresión de IL2 e interferón gamma 
(INFγ), proteínas solubles reguladas durante la activación a través del TCR (Nel 2002; Nel and 
Slaughter 2002). Para llevar a cabo este estudio se desarrolló un vector retroviral bicistrónico 
que expresaba DGKα wt o DGKαΔ(1-196), junto con la proteína verde ﬂ uorescente (GFP). Se 
analizó la expresión de estos nuevos vectores en la línea celular empaquetadora Fénix por 
















































FIGURA 11. LA EXPRESIÓN DE DGKα DISMINUYE LA EXPRESIÓN DE IL2 E IFN-γ DESENCADENADA 
POR LA ESTIMULACIÓN DEL TCR
a) Células de la línea Fénix se transfectaron con los vectores retrovirales pRV-IRES-GFP (control), pRV-
DGKα wt-IRES-GFP o pRV-DGKα ∆(1-196)-IRES-GFP. A las 24 horas, las células se recogieron y se lisaron, 
para posteriormente separar las proteínas por técnicas de SDS-PAGE y western blot. El análisis de la mem-
brana de nitrocelulosa se realizó mediante el uso de un anticuerpo anti-DGKα.
b) Células T CD4+ aisladas del bazo y de los nódulos linfáticos de ratón  se estimularon con anticuerpos 
anti-CD3 y anti-CD28 pegados a placa. A las 48 horas, las células se transdujeron con sobrenadantes 
retrovirales que contenían los virus que codiﬁ can para pRV-IRES-GFP (control), pRV-DGKα wt-IRES-GFP 
o pRV-DGKα ∆(1-196)-IRES-GFP. 48 horas tras la infección, las células T transducidas se activaron con 
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 pegados a placa. A las 6 horas, la expresión de IL2 e INF-γ se analizó por 
tinción intracitoplasmática con anticuerpos especíﬁ cos de ambas proteínas, tanto en las células positivas 
como en las negativas para GFP, analizándose ﬁ nalmente por citometría de ﬂ ujo. 
 Se usó el sobrenadante de las células Fénix para transduccir las células T y se analizó 
la expresión de IL2 e INF-γ desencadenada por la estimulación del TCR, mediante la tinción 
intracelular con anticuerpos especíﬁ cos de IL2 e INF-γ y el uso de técnicas de citometría de 
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ﬂ ujo. En el ensayo se usó, en todos los casos, la droga Brefeldina A para desorganizar el 
aparato de Golgi y con ello bloquear la secreción de las proteínas. El resultado muestra que 
la expresión tanto de IL2 como INF-γ tras la estimulación del TCR disminuyen en presencia 
de DGKα wt o del mutante de DGKα constitutivamente activo, DGKαΔ(1-196) (Figura 11b), si 
bien es más fuerte en presencia de este último. Por lo tanto, la actividad DGKα está afectando 
la expresión de proteínas en respuesta al TCR.
 La actividad DGKα inﬂ uye negativamente en el ritmo proliferativo desencadenado 
por el TCR
 La proteína DGKα es un atenuador de la ruta DAG/RasGRP/Ras/ERK (Sanjuan, Jones 
et al. 2001; Jones, Sanjuan et al. 2002) pero al mismo tiempo es un regulador positivo en la 
proliferación a través del receptor de IL2 (Flores, Casaseca et al. 1996; Flores, Jones et al. 
1999). Como se ha comprobado, la actividad DGKα regula, tras la activación del TCR, la 
expresión de la cadena α del receptor de IL2 de alta aﬁ nidad (IL2r) (Figura 8), el cual, junto con 
la producción de IL2, da lugar a la proliferación de las células T. Esto datos sugieren que DGKα 
juega un doble papel, por un lado regula la expresión del receptor de alta aﬁ nidad de IL2 y 
con ello la proliferación de las células T, pero por otro lado, la actividad DGKα es necesaria 
para proliferar. Para determinar el efecto neto que tiene DGKα en la proliferación mediada por 
el TCR, se expresó, por medio de técnicas de transducción retroviral, el mutante DGKαΔ(1-
196), en células T de ratón. Tras la selección de las células que expresan el vector retroviral 
con puromicina, se estimuló el TCR con anticuerpos anti-CD3 en ausencia o en presencia 
de la señal coestimuladora CD28. La proliferación celular se midió mediante citometría de 
ﬂ ujo por el número de ciclos de división, a través del seguimiento del reparto de la diana 
ﬂ uorescente CFSE entre dos células cuando la célula marcada se divide. El estudio mostró 
como la expresión de una DGKα constitutivamente activa afecta a la proliferación mediada 
por el TCR (Figura 12). Cuando la estimulación del TCR se produce en presencia de CD28, 
la regulación negativa de DGKα se pierde, lo que sugiere que la señal del CD28, cuando 
se suma a la señal del TCR, podría inﬂ uir en la regulación de DGKα o de otras proteínas 
que interﬁ eren con la función de DGKα. Con estos datos nos planteamos estudiar cómo la 
función de DGKα se puede ver afectada por la regulación de sus dominios conocidos y si 
otros dominios no estudiados hasta ahora podrían contribuir a la localización subcelular y/ o 
a la activación de DGKα.
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FIGURA 12. LA EXPRESIÓN DE UN MUTANTE DE DGKα CONSTITUTIVAMENTE ACTIVO  DISMINU-
YE EL RITMO PROLIFERATIVO DESENCADENADO POR LA ESTIMULACIÓN DEL TCR
Células T CD4+ aisladas del bazo y de los nódulos linfáticos de ratón se estimularon con anticuer-
pos anti-CD3 y anti-CD28 pegados a placa. A las 48 horas, las células se transdujeron con un sobre-
nadante retroviral control, el cual sólo expresa la resistencia a puromicina, o con un sobrenadan-
tes que contiene el virus que codiﬁ ca para dos clones diferentes de DGKα constitutivamente activa, 
MSCV DGKα ∆(1-196) clon 1 y MSCV DGKα ∆(1-196) clon 2 junto con la resistencia a puromicina. 24 
horas después de la transducción, se incorporó puromicina. Las células que sobrevivieron, a las 24 
horas se marcaron con la diana CFSE y se estimularon con anticuerpos anti-CD3 sólo, o junto a anti-
cuerpos anti-CD28, en ambos casos los anticuerpos fueron pegados a placa. A las 24 horas, se re-
cogieron las células y se estudió la distribución de la diana CFSE por técnicas de citometría de ﬂ ujo.
 2. CARACTERIZACIÓN  FUNCIONAL DE NUEVOS DOMINIOS DE 
REGULACIÓN DE  DGKα QUE DETERMINAN LA LOCALIZACIÓN DE LA 
PROTEÍNA EN LA MEMBRANA PLASMÁTICA
 El estudio de los dominios de regulación de la DGKα ha establecido que los dos 
dominios de unión a Ca2+ de la proteína, denominados manos de Ca2+, constituyen una 
restricción negativa para que la molécula de DGKα esté presente en la membrana plasmática, 
donde la proteína encuentra su sustrato (Sanjuan, Jones et al. 2001). Esto constituye el 
principal mecanismo de regulación de la proteína, ya que cuando se retiran estos dominios 
obtenemos un mutante de DGKα, GFP-DGKαΔ(1-196),  que posee mayor actividad catalítica 
y que se asocia de manera constitutiva a la membrana plasmática (Sanjuan, Jones et al. 
2001). Por tanto, consideramos a este mutante como un mutante con alta aﬁ nidad por la 
membrana, en contraposición a la forma silvestre de DGKα que consideramos de baja 
aﬁ nidad. Nuestro interés se centró en determinar qué era importante para la localización de 
DGKα en la membrana plasmática cuando se pierde la restricción negativa de las manos de 
Ca2+.
 Búsqueda de nuevos dominios de regulación de las DGKs de tipo I
 En el caso de DGKβ, que es una DGK de tipo I constitutivamente asociada a la 
membrana plasmática, está descrita la importancia del extremo carboxilo terminal (C-terminal) 
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de la proteína en su localización (Caricasole, Bettini et al. 2002). Para determinar si el extremo 
C-terminal estaba conservado en otras DGKs que forman parte de la familia de las DGKs de 
tipo I, se llevó a cabo un estudio de homología de la secuencia del extremo C-terminal en las 
DGKs de tipo I conocidas. El estudio reveló un alto grado de conservación de la secuencia 
aminoacídica  del extremo C-terminal entre todas las DGKs (Figura 13). Dentro de éste, en la 
parte ﬁ nal del extremo, se localizan una serie de prolinas conservadas, seguidas por una serie 
de aminoácidos que alterna aminoácidos sin carga con otros cargados positivamente. El 
hecho de que la carga positiva de estos aminoácidos pudiese contribuir a la estabilidad de la 
proteína en la membrana plasmática nos llevó a estudiar la posible contribución del extremo 
C-terminal de DGKα en la localización de la proteína en la membrana
�722-734
FIGURA 13. HOMOLOGÍA DE SECUENCIA DEL EXTREMO CARBOXILO TERMINAL DE LAS DGKs DE 
TIPO I
Alineamiento de la secuencia de aminoácidos del extremo carboxilo terminal de  las DGKs de tipo I. En verde 
están marcadas las prolinas conservadas en todas las DGKs de tipo I y se subraya la secuencia de aminoáci-
dos truncada en el mutante DGKα ∆(722-734).
 El extremo C-terminal de DGKα es necesario para la localización de la proteína 
en la membrana plasmática
 Para analizar el papel del extremo C-terminal de DGKα en la localización de la proteína 
se generó un mutante a partir de la forma de alta aﬁ nidad por la membrana plasmática de 
DGKα (GFP-DGKαΔ(1-196)), en el que se truncaron los últimos trece aminoácidos generando 
el mutante GFP-DGKαΔ(1-196)Δ(722-734) (Figura 14a). La transfección del mutante en la 
línea celular Jurkat reveló su correcta expresión (Figura 14b). Se estudió, mediante técnicas 
de microscopía confocal, si la ausencia de la secuencia C-terminal afectaba a la localización 
en la membrana del mutante de alta aﬁ nidad GFP-DGKαΔ(1-196), observándose como la 
secuencia del extremo C-terminal de DGKα es determinante para la localización de la proteína 
en la membrana plasmática (Figura 14c). 
 La actividad DGKα determina la localización de DGKα en la membrana plasmática. 
La expresión de un mutante catalíticamente inactivo de DGKα o la inhibición de la actividad 
hace que la movilización de DGKα desde el citosol a la membrana en respuesta al TCR sea, 
en lugar de transitoria, estable. Se ha propuesto que esta regulación depende de la acción 
del PA sobre las manos de Ca2+, que daría lugar a una conformación cerrada de la proteína 
(Sanjuan, Jones et al. 2001). Así, el mutante que tiene truncados estos dominios, GFP-DGKα 
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Δ(1-196), está constitutivamente asociado a la membrana (Sanjuan, Jones et al. 2001). Puesto 
que GFP-DGKα Δ(1-196) pierde su localización cuando el extremo C-terminal no está en la 
proteína (Figura 14c), se estudió si la actividad DGKα estaba afectando negativamente a 
la localización de la proteína por otro dominio diferente a las manos de Ca2+. Con este ﬁ n, 
se expresaron en las células Jurkat la proteína GFP-DGKα wt, un mutante de truncación 
del extremo C-terminal, GFP-DGKα Δ(722-734), y el mutante GFP-DGKα Δ(1-196)Δ(722-734) 
(Figura 15a) y se analizó su localización subcelular por microscopia confocal, en presencia 
o ausencia de un inhibidor de la actividad DGKα, R59949 (Figura 15b). Se observó que la 
inhibición de la actividad DGKα estabilizaba en la membrana al mutante GFP-DGKα Δ(1-
196)Δ(722-734), pero no a ninguna de las formas de la DGKα que conservan la restricción 
de las manos de Ca2+. Este resultado sugiere que, mientras el extremo amino terminal de 
DGKα lleva a cabo una restricción negativa de la proteína, el extremo C-terminal estabiliza a 
la proteína en la membrana por un mecanismo que depende de la producción de PA. Así, en 
presencia del ﬂ ujo de Ca2+ que provoca la conformación abierta de DGKα, la producción de 
PA contribuye a la estabilización de la proteína en la membrana, pero cuando desaparece el 
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FIGURA 14. ANÁLISIS DEL MUTANTE DGKα ∆(1-196) ∆(722-734), Y ESTUDIO DE SU LOCALIZACIÓN 
EN LA LÍNEA CELULAR JURKAT
a) Esquema del mutante DGKα ∆(1-196)∆(722-734) comparado con la proteína silvestre y con el mutante 
constitutivamente activo, DGKα ∆(1-196).
b) y c) Células de la línea Jurkat se transfectaron con vectores de expresión que codiﬁ can para DGKα silves-
tre, para DGKα ∆(1-196), para DGKα ∆(1-196)∆(722-734) y para la proteína verde ﬂ uoresecente GFP. 24 horas 
después, en b) las células se lisaron y la expresión de las proteínas se analizó por técnicas de SDS-PAGE 
y western blot, usando un anticuerpo especíﬁ co de la proteína marcadora anti-GFP, y en c) se estudió por 





















FIGURA 15. EL EXTREMO CARBOXILO TERMINAL DE DGKα RESPONDE A LA INHIBICIÓN DE LA 
ACTIVIDAD DGKα, CONTRIBUYENDO A LA RELOCALIZACIÓN DEL MUTANTE CONSTITUTIVAMEN-
TE ACTIVO A LA MEMBRANA EN LA LÍNEA CELULAR JURKAT
Las células de la línea Jurkat se transfectaron con el vector de expresión que codiﬁ ca para DGKα silves-
tre, para DGKα ∆(722-734), para DGKα ∆(1-196) o para DGKα ∆(1-196)∆(722-734). 24 horas después, se 
estudió: a) la expresión de todos los mutantes  mediante técnicas de SDS-PAGE y western blot con el uso 
del anticuerpos anti-GFP; b) la localización por microscopía confocal in vivo, de los mutantes DGKα ∆(722-
734) y DGKα ∆(1-196)∆(722-734) respecto a la forma silvestre de la proteína durante la incubación con el 
inhibidor de DGKs de tipo I, R59949 (20µM), a los tiempos indicados.
 Papel de la actividad DGKα en la localización del mutante de alta aﬁ nidad GFP-
DGKα Δ(1-196) en la membrana plasmática  
 Diversos estudios han demostrado que la actividad DGKα es esencial para la 
localización de la proteína en la membrana plasmática (Sanjuan, Jones et al. 2001). Para 
determinar si la actividad DGKα afecta a la localización en la membrana del mutante de alta 
aﬁ nidad, GFP-DGKα Δ(1-196), se generó la mutación que da lugar a la perdida de actividad 
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de la proteína (KD) y que consiste en la sustitución, en la secuencia de aminoácidos GGDG, 
conservada dentro del dominio catalítico de la proteína, de la segunda glicina, situada en la 
posición 433 de la secuencia completa de la proteína, por alanina (Figura 16a). Esta sustitución 
se realizó tanto en GFP-DGKα Δ(1-196) como en GFP-DGKα Δ(1-196)Δ(722-734) (Figura 
16b). Ambas proteínas se transfectaron en la línea celular Jurkat para analizar su expresión 
(Figura 16c). El análisis por microscopía confocal reveló que tanto GFP-DGKα Δ(1-196)Δ(722-
734) KD como GFP-DGKα Δ(1-196) KD tenían afectada su aﬁ nidad por la membrana (Figura 
17), poniendo de maniﬁ esto que la glicina 433 no sólo es importante para la actividad de la 
proteína, sino que también contribuye en la localización en la membrana del mutante de alta 
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FIGURA 16. GENERACIÓN DE UN MUTANTE DE DGKα SIN ACTIVIDAD CATALÍTICA (KD) SOBRE LOS 
MUTANTES DE TRUNCACIÓN DGKα ∆(1-196) Y DGKα ∆(1-196)∆(722-734)
a) Alineamiento de la secuencia aminoacídica de parte del dominio catalítico de todas las DGKs de tipo I 
conocidas. En azul se marca la secuencia de aminoácidos conservada dentro de dicho dominio, resaltán-
dose con la punta de ﬂ echa la glicina 433 que es esencial para la actividad catalítica de DGKα.
b) Esquema que representa los mutantes sin actividad de DGKα: DGKα ∆(1-196) KD y DGKα ∆(1-196)∆(722-
734) KD, frente a la forma silvestre de la proteína y a los mismos mutantes con actividad.
c) Células de la línea Jurkat se transfectaron con vectores de expresión que codiﬁ can para DGKα ∆(1-196), 
para DGKα ∆(1-196)∆(722-734), para DGKα ∆(1-196) KD o para DGKα ∆(1-196)∆(722-734) KD. 24 horas 
después las células se lisaron y las proteínas se separaron por técnicas de SDS-PAGE y western blot. La 
membrana de nitrocelulosa se analizó con un anticuerpo anti-GFP.
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FIGURA 17. LA GLICINA 433 DE DGKα ES 
ESENCIAL PARA LA LOCALIZACIÓN DEL 
MUTANTE DE ALTA AFINIDAD, DGKα ∆(1-
196), EN LA MEMBRANA 
Las células de la línea Jurkat fueron trans-
fectadas con el vector de expresión que 
codiﬁ ca para DGKα ∆(1-196), para DGKα 
∆(1-196) KD o para DGKα ∆(1-196) ∆(722-
734). 24 horas después, se estudió, por mi-
croscopía confocal, la localización de dichas 
proteínas,  en verde, gracias a la proteína 
GFP fusionada a las proteínas en estudio. 
 El mutante GFP-DGKα Δ(1-196) KD posee los dominios necesarios para la 
movilización de la DGKα desde el citosol a la membrana plasmática en respuesta a la 
estimulación del TCR
 La proteína DGKα se moviliza a la membrana plasmática en respuesta al TCR. Dado 
que el mutante GFP-DGKα Δ(1-196) KD pierde su estabilización en dicha membrana, se 
determinó si la glicina 433, además de estar implicada en la localización de DGKα de alta 
aﬁ nidad por la membrana, interfería en su movilización en respuesta al TCR. Con este ﬁ n, se 
estudió la movilización del mutante GFP-DGKα Δ(1-196) KD en respuesta a dicho receptor. 
Para ello, se transfectaron las células de la línea celular Jurkat con el mutante GFP-DGKα 
Δ(1-196) KD y se analizó, por técnicas de microscopia confocal, la localización de la proteína 
en respuesta a la estimulación con anticuerpos especíﬁ cos anti-CD3 y anti-CD28 pegados 
a placa. El resultado obtenido permitió determinar que la sustitución de la glicina 433 por 
alanina, que afecta a la localización en la membrana del mutante GFP-DGKα Δ(1-196), no 
afecta a la movilización de la proteína en respuesta al TCR (Figura 18). Esto sugiere que 
existen diferentes mecanismos que contribuyen a la estabilización de DGKα en la membrana 





 3. ESTUDIO DE LA ACTIVACIÓN DE DGKΑ POR TIROSINAS QUINASAS DE LA 
FAMILIA SRC
 La proteína DGKα es capaz de migrar a la membrana plasmática por un mecanismo 
que depende de Ca2+ y de la actividad de las tirosinas quinasas (Sanjuan, Jones et al. 2001). 
La activación de DGKα a través de tirosinas quinasas de la familia Src pone de maniﬁ esto 
la importancia de éstas en la activación y función de la proteína (Baldanzi, Cutrupi et al. 
2002; Baldanzi, Mitola et al. 2004; Bacchiocchi, Baldanzi et al. 2005). Aunque al comienzo de 
este trabajo no se conocía ninguna fosforilación directa de la proteína, si se proponía que la 
tirosina 335 pudiera tener un papel importante en el mecanismo de activación en respuesta 
al HGF (Cutrupi, Baldanzi et al. 2000; Baldanzi, Cutrupi et al. 2002). La tirosina 335 de DGKα 
se encuentra en una región muy conservada dentro de la secuencia primaria de todas los 
ortólogos de DGKα conocidos (humano, ratón y cerdo), pero no así en DGKβ o en DGKγ 
(Figura 19a), lo que sugiere cierta especiﬁ cidad funcional de dicho residuo.
 La tirosina 335 de DGKα es necesaria para la movilización del mutante GFP-
DGKα Δ(1-196) KD en respuesta a la estimulación del TCR
 Para determinar el papel que tiene la tirosina 335 en la movilización del mutante GFP-
DGKα Δ(1-196) KD desde el citosol a la membrana, se sustituyó, mediante mutagénesis 
dirigida, dicha tirosina por fenilalanina, impidiendo con ello la fosforilación, y generando un 
mutante denominado DGKα Δ(1-196) KD Y335F (Figura 19b). La expresión del nuevo mutante 
en la línea celular Jurkat reveló que ésta se produce de manera correcta (Figura 19c) y que 
la tirosina 335 no afecta a la localización citosólica del mutantante GFP-DGKα Δ(1-196) KD 
(Figura 19d). 
GFP-DGK���(1-196) KD GFP-DGK���(1-196) �(722-734)KD
anti-CD3/anti-CD28 
FIGURA 18. LA SUSTITUCIÓN DE LA GLICINA 433 NO AFECTA A LA MOVILIZACIÓN DEL MUTAN-
TE DGKα ∆(1-196) KD EN RESPUESTA A LA ESTIMULACIÓN DEL TCR, PERO SÍ AL MUTANTE 
DGKα ∆(1-196) ∆(722-734)  KD 
Las células de la línea Jurkat se transfectaron con un vector de expresión que codiﬁ -
ca para DGKα ∆(1-196) KD o para DGKα ∆(1-196) ∆(722-734) KD. 24 horas después, se mi-
metizó la estimulación del TCR inmovilizando las células en placas tapizadas con anticuer-
pos anti-CD3/anti-CD28 en las que posteriormente se analizó, por microscopía confocal, 




























FIGURA 19. LA TIROSINA 335 DE DGKα HUMANA ESTÁ CONSERVADA EN TODAS LAS DGKα CO-
NOCIDAS PERO NO EN OTRAS DGKs DE TIPO I
a) Alineamiento de la secuencia de aminoácidos alrededor de la tirosina 335 de todas las DGKs de tipo I. 
En azul está resaltada una región conservada rica en prolinas que se postula pueda ser una zona de giro 
de la estructura secundaria de la proteína. En amarillo se indica la tirosina 335 y su conservación en otras 
DGKs de tipo I.
b) Esquema del mutante DGKα ∆(1-196) Y335F KD y su comparación con la forma silvestre, DGKα wt, y 
con el mutante DGKα ∆(1-196) KD. 
c) Las células de la línea celular Jurkat se transfectaron con un vector de expresión que codiﬁ ca para 
DGKα ∆(1-196) KD, para DGKα ∆(1-196) Y335F KD o para la forma silvestre de la proteína, DGKα wt. 24 
horas después, las células se lisaron y las proteínas fueron separadas por técnicas de SDS-PAGE y wes-
tern blot. Se usó el anticuerpo anti-GFP para analizar la expresión de las proteínas fusionadas con GFP. 
d) Análisis de la localización subcelular del mutante DGKα ∆(1-196) Y335F KD. Las mismas células que 
en el apartado c) se analizaron por técnicas de microscopía confocal in vivo.
 Se análizó, por microscopía confocal, la movilización del mutante GFP-DGKα Δ(1-
196) KD Y335F frente a GFP-DGKα Δ(1-196) KD en respuesta a la estimulación del TCR, 
mediante el uso anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 inmobilizados en placa (Figura 20a), o por 
medio de bolas de sefarosa recubiertas por los mismos anticuerpos (Figura 20b). El resultado 
mostró cómo, ante ambos estímulos, el mutante GFP-DGKα Δ(1-196) KD Y335F no puede 
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FIGURA 20. LA TIROSINA 335 ES IMPORTANTE PARA  LA LOCALIZACIÓN DEL MUTANTE DGKα 
∆(1-196) KD EN LA MEMBRANA EN RESPUESTA A LA ESTIMULACIÓN DEL TCR, BIEN CON ANTI-
CUERPOS ANTI-CD3 Y ANTI-CD28 PEGADOS A PLACA O INMOBILIZADOS EN MICROESFERAS
Las células de la línea Jurkat se transfectaron con un vector de expresión que codiﬁ ca para DGKα 
∆(1-196) KD o para DGKα ∆(1-196) Y335F KD. 24 horas después, se estimuló el TCR de las células con 
a) anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 inmobilizados en la cámara de microscopía usada para visualizar 
las células o b) microesferas recubiertas de anticuerpos anti-CD3/anti-CD28, y se analizó, en ambos 
casos, la localización subcelular de las proteínas fusionadas a GFP por microscopía confocal in vivo.
 Para conﬁ rmar que la translocación del mutante GFP-DGKα Δ(1-196) KD dependía de la 
tirosina 335, se analizó, en células Jurkat, la movilización de la pareja de mutantes en presencia 
o ausencia de un estímulo ﬁ siológico como es la presentación antigénica del superantígeno 
(SEE de Staphylococcus) a través de las células presentadoras de antígeno EBV-221 (Figura 
21). Así, se pudo observar que la ausencia de la tirosina 335 impedía la movilización de GFP-
DGKα Δ(1-196) KD desde el citosol a la membrana plasmática, demostrando la importancia 
de dicho residuo en la movilización de DGKα a partir de la estimulación del TCR.
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 La tirosina 335 no afecta a la localización en la membrana plasmática del mutante 
constitutivamente activo de DGKα, GFP-DGKα Δ(1-196) 
 Los experimentos llevados a cabo con el mutante GFP-DGKα Δ(1-196) KD Y335F 
demostraron la importancia de la tirosina 335 en la movilización de DGKα desde el citosol a la 
membrana. Para determinar si este residuo afecta a la aﬁ nidad por la membrana del mutante 
constitutivamente activo de DGKα, GFP-DGKα Δ(1-196), se realizó, mediante mutagénesis 
dirigida, la sustitución de la tirosina 335 por fenilalanina en este mutante (Figura 22a). Se 
analizó, por microscopia confocal, la localización de los mutantes GFP-DGKα Δ(1-196) y 
GFP-DGKα Δ(1-196) Y335F en la línea celular Jurkat, y se comprobó que ambos mutantes 
poseen una alta aﬁ nidad por la membrana, no viéndose afectada, por tanto, la localización 
del mutante GFP-DGKα Δ(1-196) por la presencia o ausencia de la tirosina 335 (Figura 22b). 
Dado que la tirosina 335 se encuentra en una posible zona de giro de la proteína entre los 
dominios C1 y el dominio catalítico, se estudió, mediante ensayos de actividad DGK por 
incorporación de 32P en la molécula de DAG, si la tirosina 335 afectaba a la actividad de GFP-
DGKα Δ(1-196). La separación de los lípidos generados mediante cromatografía en capa ﬁ na 
determinó que no había diferencias en la actividad DGKα entre GFP-DGKα Δ(1-196) y GFP-
DGKαΔ(1-196) Y335F (Figura 22c).
  Estos resultados sugieren que la tirosina 335 no juega un papel importante en la 
localización de DGKα en la membrana cuando esta pierde la restricción de las manos de 
Ca2+, pero sí es importante para estabilizarse en la membrana en respuesta al TCR cuando el 
GFP-DGK� �(1-196)KD GFP-DGK���(1-196) KD Y335F
- SEE
+SEE
FIGURA 21. LA TIROSINA 335 ES IMPORTANTE PARA LA LOCALIZACIÓN SUBCELULAR DEL MU-
TANTE DGKα ∆(1-196) KD EN RESPUESTA A LA PRESENTACIÓN ANTIGÉNICA DEL SUPERANTÍGE-
NO SEE
Las células de la línea Jurkat se transfectaron con un vector de expresión que codiﬁ ca para DGKα ∆(1-196) 
KD o para DGKα ∆(1-196) KD Y335F. 24 horas después, se recogieron las células y se incubaron durante 
15 minutos con células EBV-221 cargadas (+SEE) o no (-SEE) con el superantígeno. Posteriormente se 
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FIGURA 22. LA TIROSINA 335 NO ES ESENCIAL PARA LA LOCALIZACIÓN SUBCELULAR DEL 
MUTANTE CONSTITUTIVAMENTE ACTIVO DE LA DGKα, DGKα ∆(1-196)
a) Esquema del mutante DGKα ∆(1-196) Y335F en comparación con la forma silvestre, DGKα wt, y 
con el mutante constitutivamente activo de la DGKα, DGKα ∆(1-196).
b) y c) Las células de la línea Jurkat se transfectaron con el vector de expresión que codiﬁ ca para 
DGKα ∆(1-196) o para DGKα ∆(1-196) Y335F. 24 horas después, se analizó b) la localización de las 
proteínas fusionadas a GFP por microscopía confocal in vivo, y c) la actividad, in vitro, de ambos 
mutantes por incorporación de 32P en la molécula de 1,2-dioctanoil- sn-glicerol (C8-DAG) para dar 
lugar a ácido fosfatídico (C8-PA).
mutante de alta aﬁ nidad pierde la función estabilizadora del dominio catalítico. Sin embargo, 
puesto que estos análisis se llevaron a cabo en ausencia de la restricción negativa que las 
manos de Ca2+, no se puede descartar que la fosforilación en la tirosina 335 actúe de manera 
coordinada con las manos de Ca2+ en el mecanismo de estabilización de la proteína en la 
membrana plasmática.
 La proteína DGKα se fosforila en tirosina tras la activación del TCR
 Los resultados obtenidos con el mutante GFP-DGKα Δ(1-196)KD sugieren que la 
tirosina 335 es importante en la movilización de DGKα en respuesta al TCR, lo que refuerza 
la hipótesis de que DGKα se recluta a la membrana plasmática en respuesta a este estímulo, 
por un mecanismo que depende de la acción del ﬂ ujo Ca2+ y de las tirosinas quinasas 
activadas.
 Para comprobar si la proteína DGKα endógena se fosforila en respuesta a la estimulación 
del TCR, se mimetizó, en células de la línea Jurkat, la activación del TCR con anticuerpos 
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FIGURA 24. LA PROTEÍNA DGKα ENDÓGENA SE FOSFO-
RILA EN RESPUESTA A LA ESTIMULACIÓN DEL TCR
Las células de la línea Jurkat, deplecionadas durante 2 ho-
ras, fueron estimuladas con anticuerpos anti-CD3 (1µg/ml) a 
los tiempos indicados. Las células se lisaron y, tras separar 
la fracción particulada del sobrenadante, se inmunoprecipitó 
de este último la proteína DGKα mediante el uso de un anti-
cuerpo especíﬁ co de la proteína. Tras la inmunopecipitación, 
se separaron las proteínas del inmunoprecipitado y parte del 
lisado total (30µg) por técnicas de SDS-PAGE y western blot. 
La membrana de nitrocelulosa se analizó con un anticuerpo 
anti-pY para analizar la presencia de las proteínas fosforila-
das, y con un anticuerpo anti-DGKα.
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FIGURA 23. LA PROTEÍNA DGKα ENDÓGENA CO-INMU-
NOPRECIPITA CON PROTEÍNAS FOSFORILADAS EN TI-
ROSINA EN RESPUESTA A LA ESTIMULACIÓN DEL TCR
Las células de la línea Jurkat deplecionadas durante 2 horas 
se estimularon con anticuerpos anti-CD3 (1µg/ml) a los tiempos 
indicados. Posteriormente las células se lisaron y, tras separar 
la fracción particulada del sobrenadante, se inmunoprecipita-
ron de este último las proteínas fosforiladas en tirosina me-
diante el uso de un anticuerpo especiﬁ co de proteínas fosfori-
ladas en este residuo (anti-pY). Se separaron, por técnicas de 
SDS-PAGE y western blot, las proteínas del inmunoprecipitado 
y parte del lisado total de las muestras (30µg), y se analizó la 
presencia de DGKα mediante el uso de un anticuerpo especí-
ﬁ co frente a la proteína (anti-DGKα). 
anti-CD3. Tras la inmunoprecipitación de las proteínas fosforiladas en tirosina, se estudió la 
presencia de DGKα en el inmunoprecipitado, determinándose que sólo en respuesta a la 
estimulación del TCR y de una manera rápida, tras cinco minutos de estímulo, es posible 
observar la presencia de la proteína en el inmunoprecipitado (Figura 23). Sin embargo, este 
resultado no permitió discriminar entre fosforilación directa de la proteína y/o la asociación a 
proteínas fosforiladas en tirosina.
 Está descrito que DGKα se activa en respuesta al factor de crecimiento hepático 
(HGF) por asociación a proteínas fosforiladas en tirosina como Src, pero sin fosforilación 
directa de la propia DGKα (Cutrupi, Baldanzi et al. 2000). Para discriminar entre fosforilación 
directa de DGKα y asociación a proteínas fosforiladas en respuesta al TCR, se estimuló 
dicho receptor con anticuerpos anti-CD3, y se inmunoprecipitó DGKα usando una mezcla 
de tres anticuerpos monoclonales que reconocen tres epítopos diferentes de la proteína. El 
inmunoprecipitado de DGKα se analizó mediante técnicas de western blot con anticuerpos 
que reconocen proteínas fosforiladas en tirosina, observándose que la proteína DGKα se 
fosforila en tirosina en respuesta a la estimulación del TCR y que esta fosforilación, además 
de ser estequeométricamente baja, es rápida y transitoria, alcanzándose su máximo entre los 
cinco y los quince minutos, para decaer a los treinta (Figura 24).
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 La tirosina quinasa Lck, fosforila a DGKα en la tirosina 335 para estabilizarla en 
la membrana plasmática en respuesta al TCR
 Los resultados obtenidos con los mutantes de DGKα en los que se sustituyó la tirosina 
335 por fenilalanina demuestran que este residuo es importante para la movilización de la 
proteína en respuesta a la estimulación del TCR. Estos datos, junto con la fosforilación de la 
proteína endógena, postulan que esta tirosina puede ser importante para la movilización de la 
DGKα desde el citosol a la membrana plasmática. Dado que DGKα se activa principalmente 
en respuesta a la activación de las tirosinaa quinasas de la familia Src, el estudio se enfocó 
en el papel que juega esta familia en la activación de DGKα en respuesta al TCR. Lck y Fyn 
son los dos únicos miembros de la familia de Src quinasas activados en respuesta a dicho 
receptor, siendo Lck de la que mayor importancia se ha descrito. Para deﬁ nir el posible papel 
de la tirosina 335 en el mecanismo de activación de DGKα por Lck, se realizó un mutante de 
sustitución de la tirosina 335 por fenilalanina sobre la proteína de fusión GFP-DGKα (Figura 
25a). En primer lugar se analizó el nivel de fosforilación de dicho mutante en presencia de 
Lck, para lo cual se usaron las células de la línea Ba/F3, que es una línea proB que no expresa 
ni Fyn ni Lck, aunque sí otros miembros de la familia Src como Lyn o Blk. En estas células, se 
transfectaron las construcciones GFP-DGKα wt y el mutante GFP-DGKα Y335F y se analizó 
la fosforilación de las proteínas expresadas en el lisado total, detectándose un menor nivel 
de fosforilación del mutante GFP-DGKαY335F respecto a la forma silvestre (Figura 25b). Este 
resultado indica que la tirosina 335 es accesible a la tirosina quinasa Lck. Sin embargo, el 
hecho de que aparezcan otros residuos de tirosina fosforilados en DGKα sugiere que otros 
residuos pueden estar implicados en el mecanismo de regulación de DGKα a través de Lck.
 
 Para determinar la importancia de la fosforilación en la tirosina 335 en la movilización 
de DGKα en respuesta al TCR, se estudió la movilización de GFP-DGKα wt y del mutante 
en fenilalanina en respuesta a dicho receptor. Con este ﬁ n, se transfectaron células de la 
línea Jurkat con vectores de expresión para ambas proteínas y se analizó por microscopía 
confocal la movilización de la proteína en respuesta a la estimulación del TCR mimetizada 
con anticuerpos anti-CD3 y anti CD28 pegados a placa. El resultado mostró que, a diferencia 
de GFP-DGKα wt, el mutante GFP-DGKα Y335F era incapaz de movilizarse a la membrana 
plasmática en respuesta al estímulo del TCR (Figura 25c), lo que demuestra que aunque haya 
otras tirosinas accesibles a la tirosina quinasa Lck, la fosforilación en tirosina 335 es esencial 




 La tirosina 335 de DGKα es importante para regular la actividad de DGKα por un 
mecanismo independiente de la actividad de PI3K
 Para que las DGKs lleven a cabo su función es importante tanto su localización en 
la membrana, como la regulación de la propia actividad catalítica de la proteína. En el caso 
de DGKα, los lípidos fosforilados en la posición tres del anillo de inositol generados por la 
PI3K dan lugar a la localización de la proteína en la membrana plasmática, así como a un 
aumento en la actividad DGKα (Cipres, Carrasco et al. 2003). Como hemos demostrado la 
sustitución de la tirosina 335 por fenilalanina afecta a la fosforilación de DGKα. Para deﬁ nir 
si dicha fosforilación afecta a la actividad de DGKα se transfectaron, en la línea celular Ba/
F3, las construcciones que codiﬁ can para HA-DGKα wt y para HA-DGKαY335F. Dichas 
proteínas se inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-HA y se analizó la actividad de DGKα 
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FIGURA 25. LA TIROSINA 335 DE DGKα ES UN RESIDUO FOSFORILABLE POR LA PROTEÍNA LCK 
ESENCIAL PARA LA LOCALIZACIÓN DE LA PROTEÍNA EN LA MEMBRANA PLASMÁTICA EN RES-
PUESTA AL TCR
a) Esquema del mutante GFP-DGKα Y335F en comparación con la forma silvestre GFP-DGKα wt. 
b) Las células de la línea Ba/F3 fueron co-transfectadas con un vector de expresión que codiﬁ ca para 
GFP-DGKα o para GFP-DGKα Y335F junto con otro vector que codiﬁ ca para la proteína Lck (+) o el vec-
tor vacio (-). 24 horas después, las células se lisaron y se inmnuprecipitaron las proteínas marcadas con 
GFP mediante el uso de un anticuerpo anti-GFP. Las proteínas del inmunoprecipitado y parte del lisado 
total  (30µg)   se separaron por técnicas de SDS-PAGE y western blot, y se analizaron  con un anticuerpo 
anti-GFP y un anticuerpo anti-pY. 
c) Las células de la línea Jurkat se transfectaron con un vector de expresión que codiﬁ ca para GFP-
DGKα o para GFP-DGKαY335F. 24 horas después, se mimetizó la activación del TCR con anticuerpos 
anti-CD3/-CD28 inmobilizados en la cámara de microscopía usada para visualizar las células, y se analizó 
la localización subcelular de las proteínas acopladas a GFP por microscopía confocal in vivo.
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en capa ﬁ na. Se usó el inhibidor de PI3K, LY294002, para analizar si la tirosina 335 tenía 
alguna función en la activación de DGKα por los lípidos generados por la PI3K. El resultado 
mostró que el mutante HA-DGKαY335F pierde un 60% de la actividad respecto a la forma 
silvestre, sin embargo, ambas proteínas pierden un porcentaje similar de actividad en 
presencia del inhibidor de PI3K (Figura 26), lo que sugiere que la actividad PI3K actúa de 
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FIGURA 26. LA TIROSINA 335 DE DGKα ES NECESARIA 
PARA LA ACTIVIDAD DE LA PROTEÍNA POR UN MECA-
NISMO INDEPENDIENTE DE LA PROTEÍNA PI3K
Las células de línea Ba/F3 se transfectaron con un vector de 
expresión que codiﬁ ca para HA-DGKα silvestre (wt) o para 
HA-DGKα Y335F. 24 horas después, las células de ambos 
casos fueron divididas en dos, incorporando a una de las 
partes el inhibidor de PI3K, LY294002 (ambos grupos esta-
ban privados de suero). Las células se lisaron, y las proteínas 
marcadas con HA se inmunoprecipitaron mediante el uso de 
un anticuerpo anti-HA. Tras la inmunoprecipitación, se rea-
lizó el análisis de la actividad DGK en el inmunoprecipitado 
por medio de la incorporación de 32P en la molécula de 1,2-
dioctanoil- sn-glicerol (C8-DAG) para dar ácido fosfatídico 
(C8-PA), y su posterior separación por una cromatografía en 
capa ﬁ na (TLC). La visualización de los lípidos marcados ra-
diactivamente se realizó por autoradiografía. La presencia de 
HA-DGKα se analizó en el inmunoprecipitado por técnicas de 
SDS-PAGE y western blot con un anticuerpo anti-HA.
 La proteína DGKα se regula por PI3K en respuesta al receptor de IL2 por un mecanismo 
independiente del Ca2+ (Cipres, Carrasco et al. 2003). Para demostrar que la regulación de 
DGKα  por la tirosina 335 es independiente de la actividad PI3K en respuesta al receptor 
de IL2, se usó una línea derivada de Ba/F3, que expresa de manera estable la cadena β del 
receptor de alta aﬁ nidad de IL2, en la que se transfectó la construcción que codiﬁ ca para HA-
DGKα Y335F. Tras la estimulación del receptor de IL2, se analizó en los inmunoprecipitados 
con el anticuerpo anti-HA, la actividad de DGKα mediante la incorporación de 32P a la 
molécula de DAG (Figura 27). El incremento de la actividad DGKα indicó que en respuesta a 
la estimulación del receptor de IL2 la activación de la proteína es independiente de la tirosina 
335.
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Y335FFIGURA 27. LA TIROSINA 335 DE  DGKα NO ES NECESA-RIA PARA LA ACTIVIDAD DE LA PROTEÍNA PRODUCIDA EN 
RESPUESTA A LA ESTIMULACIÓN DEL RECEPTOR DE IL2
Las células de la línea Ba/F3 se transfectaron con un vector de 
expresión que codiﬁ ca para el mutante HA-DGKα Y335F. 24 horas 
después, las células fueron privadas de suero y 3 horas después 
estimuladas con IL2 (250 u/ml) durante el tiempo indicado. El lisa-
do celular se  inmunoprecipitó con un  anticuerpo anti-HA dónde
se midió la actividad de DGKα  por medio de la incorporación de 32P en la molécula de 1,2-dioctanoil- sn-
glicerol (C8-DG) para producir ácido fosfatídico (C8-PA) y su posterior separación por una cromatografía 
en capa ﬁ na (TLC). La visualización de los lípidos marcados radiactivamente se realizó por autoradiografía, 
analizándose también una décima parte del inmunoprecipitado por técnicas de SDS-PAGE y western blot 
para valorar la presencia de HA-DGKα con un anticuerpo anti-HA.
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 La tirosina 335 y el Ca2+ actúan de manera coordinada en el aumento de la 
actividad de DGKα
 Las DGKs de tipo I son capaces de unir, con distinta aﬁ nidad, iones Ca2+ a través 
de los dominios denominados manos de Ca2+ (Yamada, Sakane et al. 1997). Para estudiar 





















FIGURA 28. LA MIMETIZACIÓN DE LA FOSFORILACIÓN EN LA TIROSINA 335 DE DGKα DA LUGAR A 
UN AUMENTO DE LA ACTIVIDAD CATALÍTICA DE LA PROTEÍNA
a) Esquema del mutante de DGKα , HA-DGKα Y335D,  en comparación con la proteína silvestre.
b) Las células de la línea Ba/F3 se transfectaron con un vector de expresión que codiﬁ ca para HA-DGKα 
wt o para el mutante HA-DGK DGKα Y335D. 24 horas después, se  inmunoprecipitó el lisado total  con un 
anticuerpo anti-HA, donde se analizó la actividad de DGKα por incorporación de 32P en la molécula de 1,2-
dioctanoil- sn-glicerol (C8-DAG) para producir ácido fosfatídico (C8-PA), y su posterior separación por una 
cromatografía en capa ﬁ na (TLC). La visualización de los lípidos marcados se realizó por autoradiografía. Se 
analizó una décima parte del inmunoprecipitado por técnicas de SDS-PAGE y western blot para valorar la 
presencia de HA-DGKα con un anticuerpo anti-HA.
 La mimetización de la fosforilación de DGKα en la tirosina 335 da lugar al aumento 
de la actividad catalítica de la proteína
 Los resultados de la actividad de DGKα obtenidos en células Ba/F3 demuestran la 
importancia de la tirosina 335 en la regulación de dicha actividad. En estas condiciones fue 
imposible detectar la fosforilación de la proteína, lo cual, no permitió establecer claramente 
la relación entre fosforilación directa y aumento de la actividad de DGKα. La mimetización 
de la fosforilación de una proteína, ya sea en un residuo de tirosina o en un residuo de 
serina, permite estudiar el efecto de ésta en la función de la proteína (Santos, Carrasco et 
al. 2002; Diaz-Flores, Siliceo et al. 2003). Para mimetizar la fosforilación se intercambió el 
aminoácido de interés por el aminoácido aspártico cuya carga negativa se asemeja a la carga 
negativa que introduce el fosfato en la proteína fosforilada. Partiendo de este punto se generó, 
mediante mutagénesis dirigida, en la proteína HA-DGKα wt la sustitución de la tirosina 335 por 
aspártico (Figura 28a), y se analizó tanto su expresión en las células Ba/F3 como su actividad 
enzimática comparándola con la proteína silvestre (Figura 28b). El resultado obtenido mostró 
que la actividad DGKα del mutante en aspártico de DGKα (HA-DGKαY335D) es mayor que 
la de la enzima silvestre. Esto sugiere que la carga negativa que proporciona el fosfato a la 
tirosina cuando es fosforilada favorece la actividad catalítica de la misma. 
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catalítica de la proteína en presencia de una concentración creciente de dicho ión. Para ello, 
se transfectaron las células Ba/F3 con un vector de expresión que codiﬁ ca para la proteína 
HA-DGKα wt. Estas células se lisaron y se inmunoprecipitó la proteína con anticuerpos anti-
HA para después realizar un ensayo de actividad DGK en presencia de concentraciones 
crecientes de CaCl2. El resultado demostró que los iones de Ca
2+ aumentan la actividad 
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FIGURA 29. LA ACTIVIDAD de DGKα, IN VITRO, ESTÁ REGULADA POR LA PRESENCIA DE IONES 
CA2+ Y POR LA FOSFORILACIÓN DE LA TIROSINA 335 DE LA PROTEÍNA
a) Las células de la línea Ba/F3 se transfectaron con un vector de expresión que codiﬁ ca para HA-DGKα 
wt. 24 horas después, el lisado celular se inmunoprecipitó con un anticuerpo anti-HA, en el que se analizó la 
actividad DGK por incorporación de 32P en la molécula de 1,2-dioctanoil- sn-glicerol (C8-DAG) para producir 
ácido fosfatídico (C8-PA), y su posterior separación por una cromatografía en capa ﬁ na (TLC) en presencia 
de las concentraciones de CaCl2 indicadas. La visualización de los lípidos marcados se realizó por autora-
diografía y se analizó una décima parte del inmunoprecipitado por técnicas de SDS-PAGE y western blot 
para valorar la presencia de HA-DGKα con un anticuerpo anti-HA. El gráﬁ co muestra la cuantiﬁ cación de la 
cinética de activación de DGKα en presencia de Ca2+.
b) Las células de la línea Ba/F3 se transfectaron con un vector de expresión que codiﬁ ca para HA-DGKα 
wt o para HA-DGKα Y335D. Se realizó el ensayo de actividad DGK igual que en el apartado a). El gráﬁ co de 
barras muestra la diferencia de actividad entre HA-DGKα wt y HA-DGKα Y335D en presencia de las con-
centraciones de Ca2+ utilizadas.
 En el caso de DGKα, la acción coordinada del Ca2+ y de las tirosinas quinasas es la 
encargada de la movilización de la proteína a la membrana plasmática. Para establecer si 
existía alguna relación entre la regulación a la alta de la actividad de DGKα a través de la 
tirosina 335 y el ﬂ ujo de Ca2+, células Ba/F3 se tranfectaron con el vector de expresión que 
codiﬁ ca para HA-DGKα wt o para el mutante HA-DGKα Y335D, y se analizó la actividad 
DGK de ambos en presencia de diferentes concentraciones de CaCl2. El análisis mostró que, 
aunque la actividad del mutante en aspártico es mayor que la de la proteína silvestre, este 
90
Resultados
mutante es capaz de responder a la regulación del Ca2+ (Figura 29b). El hecho de que una 
concentración de CaCl2 de 1 μM provoque un aumento más potente en la actividad DGK del 
mutante en aspártico respecto a la proteína silvestre apunta a que el Ca2+ actúa de manera 
sinérgica con la tirosina 335 en la activación de DGKα.
 La proteína DGKα atenúa la ruta DAG/Ras/ERK en células de la línea HEK293 
por un mecanismo dependiente de la tirosina 335
 Para determinar la importancia de la tirosina 335 en la función de DGKα se eligió la 
línea celular HEK293, que no expresa DGKα, evitando con ello interferencias de la proteína 
endógena. Inicialmente se comprobó si las células de esta línea podían responder al incremento 
de DAG. Para ello se analizó, por técnicas de western blot, la activación de ERK en respuesta 
a PMA, un análogo no metabolizable del DAG. Se observó que las células expuestas a PMA 
mantenían un mayor nivel de activación de ERK, una mayor activación de PKC y un aumento 
en la fosforilación de algunos sustratos de tirosinas quinasas (Figura 30a).
 La expresión de DGKα a través de la tranfección de un vector de expresión que 
codiﬁ ca para HA-DGKα wt en la línea celular HEK293, y el posterior análisis del lisado total 
por técnicas de western blot, mostraron que la sobre-expresión de HA-DGKα produce una 
disminución de los niveles de activación de ERK y de los niveles de fosforilación en tirosina 
de algunos sustratos (Figura 30b), siendo esta señalización similar a la alcanzada por las 
células cuando están en un estado de conﬂ uencia.
 Puesto que la sobreexpresión de DGKα es capaz de disminuir la activación de ERK 
en este sistema celular, se analizó, en estas condiciones, el papel de la tirosina 335 en la 
función de DGKα como atenuador de la ruta DAG/Ras/ERK. Para ello se transfectó en la línea 
celular HEK293 el vector de expresión que codiﬁ ca para la proteína HA-DGKα wt o para HA-
DGKα Y335F, y se analizó la activación de ERK mediante técnicas de western blot. El estudio 
mostró como HA-DGKα es capaz de disminuir la activación de ERK sólo cuando la tirosina 
335 está presente en la proteína (Figura 30c), lo que sugiere que la proteína DGKα fosforilada 
ejerce funciones como atenuador de la ruta DAG/Ras/ERK.
 Generación de un anticuerpo capaz de reconocer la fosforilación en la tirosina 
335 de DGKα 
 Todos los datos anteriores demuestran que la tirosina 335 es importante en el 
mecanismo de activación de DGKα por tirosinas quinasas. Por otro lado, los datos de la 
proteína endógena demuestran que la fosforilación de la proteína es directa, si bien ésta es 
estequeométricamente baja y rápida en el tiempo. Para analizar mejor el papel de la tirosina 
335 en la fosforilación directa de DGKα, se generó un anticuerpo especíﬁ co que reconociera 







































































FIGURA 30. LA ACTIVIDAD DE DGKα DISMINUYE LA ACTIVACIÓN DE ERK EN CÉLULAS HEK293 E 
INDUCE UNA RESPUESTA SIMILAR A LA QUE TIENEN LAS CÉLULAS CUANDO EL CULTIVO ALCANZA 
SU MÁXIMA CONFLUENCIA CELULAR
a) Las células de la línea HEK293 se estimularon durante 1 hora con PMA a las concentraciones indicadas. 
El lisado celular se analizó por técnicas de SDS-PAGE y western blot en el que se estudió la fosforilación en 
serina de ERK1/2 (anti-pERK1/2), la fosforilación en serina por la proteína PKC, y la fosforilación en tirosina 
(anti-pY). Como control de carga de proteína se usó un anticuerpo anti-ERK1/2.
b) Las células de la línea HEK293 se transfectaron con un vector de expresión que codiﬁ ca para HA-DGKα 
wt o con el vector vacío (PEF). 24 horas después, las células se dividieron en diluciones seriadas que fueron 
mantenidas en cultivo durante otras 24 horas. Transcurrido ese tiempo se determinó la conﬂ uencia celular 
de la placa y se lisaron las células que mostraban diferentes conﬂ uencias. Las proteínas se analizaron por 
técnicas de SDS-PAGE y western blot con un anticuerpo anti-HA, un anticuerpo especíﬁ co de la fosforilación 
en serina de ERK1/2 (anti-pERK1/2) y un anticuerpo que reconoce proteínas fosforiladas en tirosina (anti-pY). 
Como control de carga de proteína se usó un anticuerpo anti-ERK1/2.
c) Las células de la línea HEK293 se transfectaron con un vector de expresión que codiﬁ ca para HA-DGKα 
wt, para el mutante HA-DGKα Y335F o con el vector vacío (PEF) de manera que, a las 24 horas estuvieran 
subclonﬂ uentes. Las células se lisaron y las proteínas se analizaron por western blot con un anticuerpo anti 
HA y con un anticuerpo especíﬁ co de la fosforilación en serina de ERK1/2 (anti-pERK1/2). Como control de 
carga de proteína se usó un anticuerpo anti-ERK1/2.
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 Para valorar la especiﬁ cidad del nuevo anticuerpo, se co-transfectó en la línea celular 
HEK293, un vector de expresión que codiﬁ ca para DGKα de origen humano acoplada a 
un marcador myc (myc-DGKα), junto con un vector que codiﬁ ca para Lck. El análisis por 
técnicas de western blot, tanto del lisado total (Figura 31a) como del inmunoprecipitado, con 
un anticuerpo especíﬁ co de myc (anti-myc) (Figura 31b) demostró que el anticuerpo anti-
fosfotirosina 335 (pY335) reconoce a DGKα cuando ésta se expresa junto con Lck, usando 
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FIGURA 31. EL ANTICUERPO anti-pY335DGKα RECONOCE ESPECÍFICAMENTE LA FOSFORILA-
CIÓN EN TIROSINA PRODUCIDA POR LCK
a) Las células de la línea HEK293 se transfectaron con cantidades crecientes de un vector de expresión 
que codiﬁ ca para DGKα silvestre acoplada con la proteína myc (myc-DGKα wt) junto con una cantidad ﬁ ja 
de un vector de expresión que codiﬁ ca para Lck. 24 horas después las células se lisaron y las proteínas se 
separaron por técnicas de SDS-PAGE y western blot  analizándose con un anticuerpo anti-Lck, un anticuer-
po anti-myc y el anticuerpo anti-pY335DGKα. 
b) El lisado total de  células HEK293 tratadas como en el apartado a) se inmunoprecipitó con un anticuerpo 
anti-myc. Las proteínas inmunorecipitadas se separaron por técnicas de SDS-PAGE y western blot, y se 
analizó la fosforilación de la proteína con el anticuerpo anti-pY335DGKα. Se comprobó la presencia en el 
inmunoprecipitado de DGKα  con  el anticuerpo anti-myc. 
c) Las células de la línea HEK293 se transfectaron con cantidades crecientes de un vector de expresión 
que codiﬁ ca para HA-DGKα wt sólo o junto a un vector de expresión que codiﬁ ca para Lck. Como control 
las células se transfectaron con el vector vacío (PEF). A las 24 horas, se lisaron las células, las proteínas 
del lisado total se separaron por técnicas de SDS-PAGE y western blot, y se analizó la expresión de DGKα 
con un anticuerpo anti-HA, la expresión de Lck con un anticuerpo anti-Lck y la fosforilación de DGKα con 
el anticuerpo anti-pY335 DGKα.
d) Las células de la línea HEK293 se cotransfectaron con un vector de expresión que codiﬁ ca para HA-
DGKα wt, para el mutante HA-DGKα Y335F o con el vector vacío (PEF), todos estos solos (-) o junto con 
un vector de expresión que codiﬁ ca para Lck (+). 24 horas después, las células se lisaron y las proteínas se 
separaron por técnicas de SDS-PAGE y western blot, y se analizaron con el anticuerpo anti-pY335DGKα, 
un anticuerpo anti-HA y un anticuerpo anti-Lck.
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 Se validó también si el anticuerpo anti-pY335DGKα reconocía la fosforilación en el 
residuo de tirosina 335 de la DGKα de ratón. Con este ﬁ n, se cotransfectaron células HEK293 
con un vector de expresión que codiﬁ ca para DGKα de ratón marcada con HA (HA-DGKα wt), 
junto con un vector de expresión para Lck. El análisis por técnicas de western blot mostró 
como el anticuerpo es capaz de reconocer fuertemente la fosforilación de la proteína en el 
residuo de tirosina cuando DGKα se expresa junto con Lck (Figura 31c), pero también puede 
detectarse débilmente la fosforilación en ausencia de Lck (Figura 31c alta exposición), lo que 
sugiere que DGKα es un sustrato accesible fundamentalmente a Lck pero que posiblemente 
es también accesible, en menor medida, a otros miembros de la familia Src como ocurre en 
células HEK293 donde la tirosina 335 afecta a la función de DGKα como atenuador de la ruta 
DAG/Ras/ERK (Figura 30c).
 Para comprobar si el anticuerpo anti-pY335DGKα era capaz de reconocer 
especíﬁ camente a la tirosina 335 fosforilada y no una fosforilación inespecíﬁ ca de la proteína, 
se cotransfectó un vector de expresión que codiﬁ ca para Lck junto con un vector que 
codiﬁ ca para la forma silvestre de DGKα fusionada con HA (HA-DGKα wt) o para la forma 
mutante que tiene la tirosina 335 sustituida por fenialanina (HA-DGKαY335F). El análisis por 
western blot con el anticuerpo anti-pY335DGKα mostró que el anticuerpo no es capaz de 
reconocer la fosforilación de DGKα en la tirosina 335 cuando mutamos este residuo por 
fenialanina, demostrando la especiﬁ cidad y la capacidad de discriminación del anticuerpo 
anti-pY335DGKα (Figura 31d).
 De acuerdo con los datos obtenidos, la proteína Lck fosforila a DGKα en la tirosina 
335 cuando ambas son expresadas de manera ectópica. Para corroborar si ocurría lo mismo 
con las proteínas endógenas, se usó la línea celular Jurkat que expresa tanto DGKα como 
Lck, y se inhibió la actividad tirosina quinasa de los miembros de la familia Src mediante un 
inhibidor especíﬁ co, PP2. Se analizó, por western blot, tanto la fosforilación en la tirosina 
335 con el anticuerpo anti-pY335DGKα, como la fosforilación en tirosina de las proteínas del 
lisado celular, observándose que el nivel de fosforilación es inversamente proporcional a la 
dosis de PP2 utilizado (Figura 32a). 
 Sin embargo, este resultado no descartaba que otros miembros de la familia Src, 
como Fyn, pudieran estar fosforilando a DGKα en la tirosina 335. Para descartar esto se usó 
la línea celular JcaM, que deriva de Jurkat pero que no expresa Lck (Straus and Weiss 1992), 
la línea celular Molt4 que, al igual que Jurkat, expresa Lck y DGKα, y la línea celular HEK293 
que expresa DGKα a niveles muy bajos y no expresa Lck. El análisis de la fosforilación en la 
tirosina 335 por medio del anticuerpo anti- pY335DGKα en los lisados de las células Jurkat, 
JcaM y Molt4 mostró que, aun expresando los mismos niveles de DGKα, sólo es posible 
detectar la fosforilación cuando se expresa Lck (Figura 32b). Este resultado demuestra que 
Lck fosforila a DGKα en el residuo de tirosina 335.
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Resultados
 La proteína DGKα fosforilada en la tirosina 335 se localiza en la membrana 
plasmática
 La movilización de DGKα desde el citosol a la membrana depende del ﬂ ujo de Ca2+ 
y de la activación de las tirosinas quinasas (Sanjuan, Jones et al. 2001). Para determinar 
como inﬂ uía la fosforilación por parte de Lck de la tirosina 335 de DGKα  en la localización 
subcelular de la proteína, se realizó, en células Jurkat, un fraccionamiento subcelular. El 
análisis del fraccionamiento, por técnicas de western blot, nos permitió corroborar los datos 
ya descritos: la mayor parte de DGKα es citosólica (Sanjuan, Pradet-Balade et al. 2003) frente 
a una pequeña fracción que está presente en la membrana plasmática y en el citoesqueleto 
(Figura 33). Se analizó la fosforilación de DGKα en la tirosina 335 por medio del anticuerpo 
anti-pY335DGKα  lo que mostró que la proteína fosforilada está presente en la fracción de 
membrana plasmática mayoritariamente, y de citoesqueleto, coincidiendo además con la 
presencia de Lck en las mismas fracciones. Este resultado sugiere que la proteína DGKα 
fosforilada en el residuo tirosina 335 es la fracción de proteína que, al estar en la membrana, 
ejerce la función de atenuador de los niveles de DAG.
 La proteína DGKα se asocia a Lck tras la estimulación del TCR
 Puesto que DGKα se encuentra en la misma fracción subcelular que Lck, se estudió 
si existe una asociación entre ambas en respuesta a la estimulación del TCR. Con este ﬁ n 
se estimuló el TCR de células Jurkat con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, y tras la lisis 
celular, se inmunoprecipitó la proteína Lck con anticuerpos especíﬁ cos de la proteína. Se 





























FIGURA 32. LA PROTEÍNA DGKα ENDÓGENA SE FOSFORILA EN TIROSINA POR UN MECANISMO 
QUE DEPENDE DE LA EXPRESIÓN DE LCK Y DE LA ACTIVIDAD SRC
a) Las células de la línea Jurkat se incubaron durante 1 hora con el inhibidor PP2 a las concentraciones 
indicadas, tras la cual las células fueron lisadas y las proteínas separadas por técnicas de SDS-PAGE y wes-
tern blot. La membrana de nitrocelulosa se analizó con el anticuerpo anti-pY335DGKα, con el anticuerpo 
anti-DGKα y con el anticuerpo anti-pY.
b) Análisis por western blot del lisado total de las células de las líneas HEK293, Jurkat, JcaM y Molt4 en 
crecimiento exponencial con los anticuerpos anti-pY335DGKα, anti-DGKα y anti-Lck.
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 La proteína DGKα se asocia directamente a Lck en células de la línea HEK293
 Para estudiar si la asociación entre DGKα y Lck era directa, o por el contrario, alguna 
otra proteína ejercía un papel de intermediario en dicha asociación, se analizó la unión de 
DGKα y Lck mediante la expresión ectópica de ambas en la línea celular HEK293. Para 
ello, las células se cotransfectaron con un vector de expresión que codiﬁ ca para GFP-DGKα 
junto con un vector que codiﬁ ca para Lck. Para valorar si la actividad de DGKα afectaba a 
la unión y/o a la fosforilación en tirosina de la proteína, se inhibió dicha actividad tratando a 
las células que coexpresan GFP-DGKα y Lck con el inhibidor de las DGKs de tipo I, R59949. 






 C   M1   M2   Ck 
FIGURA 33. LA PROTEÍNA DGKα FOSFORI-
LADA EN LA TIROSINA 335 SE LOCALIZA EN 
LA FRACCIÓN DE MEMBRANA 
Se separaron mediante técnicas de fracciona-
miento diferentes compartimentos de las célu-
las de la línea Jurkat en los que se analizó la dis-
tribución de DGKα (anti-DGKα) y la fosforilación 
de la misma (anti-pY335DGKα) mediante técni-
cas de SDS-PAGE y western blot. Se usaron los 
anticuerpos anti-IκBα, anti-Lck y anti-Vimentina 
como control de la fracción citosólica (C), de la 
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 IP Lck   FIGURA 34. LA PROTEÍNA DGKα 
SE ASOCIA A LCK EN RESPUES-
TA A LA ESTIMULACIÓN DEL TCR 
CON ANTICUERPOS ANTI-CD3 Y 
ANTI-CD28
Las células de la línea Jurkat se es-
timularon con anticuerpos  anti-CD3 
y anti CD28 durante los tiempos in-
dicados. Tras la lisis celular se inmu-
noprecipitó Lck con anticuerpos es-
pecíﬁ cos anti-Lck. Las proteínas del 
inmunoprecipitado se separaron por 
técnicas de SDS-PAGE y western 
blot. El análisis de la membrana de 
nitrocelulosa se realizó con anticuer-
pos anti-pY335DGKα y anti-DGKα, 
junto con un anticuerpo anti-Lck 
como control del inmunoprecipitado.
con los anticuerpos anti-Lck, anti-pY335DGKα y anti-DGKα, observándose que la proteína 
DGKα se asocia a Lck de manera inducible por el TCR. Sin embargo fue imposible detectar la 
fosforilación de DGKα en la tirosina 335 en la fracción de DGKα asociada a Lck (Figura 34).
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Resultados
 La proteína DGKα se fosforila en la tirosina 335 en respuesta a la estimulación 
del TCR
 Los resultados obtenidos del mutante GFP-DGKα Δ(1-196)KD demuestran que la 
tirosina 335 es importante para la movilización de DGKα desde el citosol a la membrana 
plasmática en respuesta al TCR (Figura 20a, 20b y 21). Además, los resultados de fosforilación 
de DGKα endógena sugerían que la fosforilación es rápida y transitoria (Figura 24). Para 
estudiar la posible fosforilación de DGKα en la tirosina 335 en respuesta al TCR, se estimuló 
el TCR de células Jurkat mediante anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, y se analizó el estado 
de fosforilación de DGKα a través del anticuerpo anti-pY335DGKα a diferentes tiempos 
de estimulación. El resultado obtenido mostró que la fosforilación de DGKα era rápida y 
transitoria, detectándose un aumento de la fosforilación a los 2.5 minutos y una bajada a los 
15, hasta casi alcanzar los niveles basales a los 30 (Figura 36).
proteína marcadora GFP. Tras la separación de las proteínas por western blot, se analizó la 
presencia de Lck utilizando un anticuerpo anti-Lck. El resultado mostró que la proteína GFP-
DGKα se une a Lck y que la inhibición de la actividad catálitica de DGKα evita la unión entre 
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FIGURA 35. LA PROTEÍNA DGKα SE ASOCIA DI-
RECTAMENTE CON LCK
Células de la línea HEK293 se transfectaron con un 
vector de expresión que codiﬁ ca para GFP-DGKα wt 
sólo o junto con un vector de expresión que codiﬁ ca 
para Lck. 24 horas después, se inmunoprecipitó el li-
sado celular con un anticuerpo anti-GFP. Las proteínas 
del inmunoprecipitado se analizaron por  SDS-PAGE 








FIGURA 36. LA PROTEÍNA DGKα SE FOS-
FORILA EN LA TIROSINA 335 EN RESPUES-
TA A LA ESTIMULACIÓN DEL TCR
Las células de la línea Jurkat se estimula-
ron con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 
incorporados de manera soluble en el medio 
durante los tiempos indicados. Las células 
se lisaron y las proteínas fueron separadas 
por técnicas de SDS-PAGE y western blot. 
La membrana de nitrocelosa fue analiza-
da con los anticuerpos anti-pY335DGKα, 
anti-DGKα, anti-pERK1/2 y anti-ERK1/2.
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Resultados
 DGKα se fosforila en la tirosina 335 en respuesta al TCR de manera independiente 
de la señal de coestimulación del receptor CD28, y su cinética de fosforilación depende 
de la actividad de DGKα
 La señal de coestimulación del receptor CD28 es importante para regular la respuesta 
procedente del TCR. Para analizar si esta señal es importante para la fosforilación de DGKα 
en la tirosina 335 se analizó la fosforilación de dicho residuo en células Jurkat estimuladas con 
anticuerpos anti-CD3 en ausencia o en presencia de la señal de coestimulación procedente 
del receptor CD28. El análisis por western blot  mostró que la señal de coestimulación 
 Las activaciones de la proteína PLCγ y de DGKα están coordinadas  tras la 
estimulación del TCR
 Durante la activación temprana desencadenada por el TCR, se produce una cascada 
de señalización dominada por una serie ordenada de fosforilaciones en residuos de tirosina 
(Nel 2002; Houtman, Houghtling et al. 2005). En respuesta a la activación del TCR mediada 
por Lck, la proteína ZAP70, una tirosina quinasa de la familia Syk, fosforila a la proteína 
adaptadora LAT en las tirosinas 136 y 195, lo que contribuye a la activación de PLCγ. Una 
vez que PLCγ se une a LAT, para ser correctamente activada, necesita ser fosforilada en el 
residuo 783, función que lleva a cabo ITK, una tirosina quinasa de la familia Tec. El hecho de 
que tres familias de tirosinas quinasas distintas participen en la producción de DAG pone de 
maniﬁ esto la compleja regulación de la misma. Puesto que DGKα regula los niveles de DAG 
generados por PLCγ, se estudió qué relación podría existir entre la fosforilación de PLCγ en el 
residuo de tirosina 783 y la fosforilación de DGKα en el residuo de tirosina 335 en respuesta 
a la activación del TCR. Para ello, tras la estimulación del TCR en células Jurkat, se analizó 
la fosforilación de ambos residuos por técnicas de western blot usando los anticuerpos anti-
pY335DGKα y anti-p783 de PLCγ (Figura 37), y se observó una correlación entre ambas 
fosforilaciones, demostrando que ambas ocurren de manera coordinada y que, por tanto, la 
generación de DAG en respuesta al TCR va acompañada de la eliminación del mismo.
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FIGURA 37. LA ACTIVACIÓN DE DGKα 
Y LA ACTIVACIÓN DE PLCγ ESTÁN 
COORDINADAS EN RESPUESTA A LA 
ESTIMULACIÓN DEL TCR
Las células de la línea Jurkat se acti-
varon con anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD28 incorporados de manera soluble 
en el medio de cultivo durante los tiem-
pos indicados. Tras la lisis celular, las 
proteínas fueron separadas por técnicas 
de SDS-PAGE y western blot, y poste-
riormente analizadas con los anticuer-
pos anti-pY335DGKα, anti-DGKα, anti-
pPLCγ, anti-PLCγ y anti-actina como 
control de carga de proteínas.
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 La inhibición de la actividad quinasa de DGKα provoca que la localización en la 
membrana plasmática de la proteína en respuesta al TCR, en lugar de ser transitoria, sea 
sostenida (Sanjuan, Jones et al. 2001), poniendo  de maniﬁ esto la relación entre la actividad 
de la proteína y su localización en la membrana. Puesto que DGKα se fosforila en tirosina, 
también con un cinética rápida  y transitoria, se estudió si había alguna relación entre el 
aumento del estado fosforilado de DGKα en la tirosina 335 en respuesta al TCR y la actividad 
quinasa de la proteína. Para ello se inhibió la actividad por medio de R59949 y se analizó, 
por western blot, el estado de fosforilación de DGKα durante la activación del TCR con el 
anticuerpo anti-pY335DGKα. Los datos obtenidos mostraron que la inhibición de la actividad 
DGKα aumenta el nivel de fosforilación de la tirosina 335 a partir de la activación del TCR 
(Figura 38). Esto demostró que, a través de su actividad quinasa, DGKα regula su nivel de 
fosforilación.
 La fosforilación de DGKα en la tirosina 335 requiere de la acción coordinada del 
Ca2+ y de las tirosinas quinasas de la familia Src
 La proteína DGKα necesita de un ﬂ ujo de Ca2+ y de la acción enzimática de las tirosinas 
quinasas para movilizarse desde el citosol a la membrana plasmática (Sanjuan, Jones et al. 
2001). En respuesta a la estimulación del TCR, la activación de tirosinas quinasas que lleva 
a la activación de PLCγ da lugar a la producción de DAG y de inositol trifosfato (IP3), el cual 
permite la salida de Ca2+ del retículo endoplásmico a través de la apertura de los canales de 
procedente del CD28 provocaba un ligero aumento en el nivel de fosforilación de la tirosina 
335, respecto a la señal obtenida tras la estimulación del TCR únicamente con anti-CD3. Por 
tanto, la señal del CD28, aunque ejerce un papel positivo en la fosforilación de DGKα en la 
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FIGURA 38. LA FOSFORILACIÓN DE 
DGKα EN LA TIROSINA 335 EN RES-
PUESTA AL TCR ES INDEPENDIENTE DE 
LA SEÑAL DE COESTIMULACIÓN DEL 
RECEPTOR CD28 Y SE REGULA POR LA 
PROPIA ACTIVIDAD DE DGKα
Las células de la línea Jurkat se estimularon 
con anticuerpos anti-CD3 sólo, con anticuer-
pos anti-CD3/anti-CD28, y con anticuerpos 
anti-CD3 en presencia de R59949, todos 
ellos solubles en el medio de cultivo durante 
los tiempos indicados. Las células se lisaron 
y las proteínas fueron separadas por técni-
cas de SDS-PAGE y western blot, y analiza-
das con los anticuerpos anti-pY335DGKα, 
anti-DGKα, anti-pERK1/2 y anti-ERK1/2. En 
la tabla se muestra la relación de la fracción 




Ca2+. DGKα, a través de sus manos de Ca2+, es capaz de unir este ión y perder la restricción 
negativa que proporcionan éstas a la proteína (Jiang, Qian et al. 2000; Sanjuan, Jones et al. 
2001). Por otro lado, está descrito que Lck se regula positivamente por DAG en respuesta 
a la estimulación del TCR por un mecanismo que depende de la fosforilación de Lck en la 
serina 59 (Schroder, Quehl et al. 2000). Esta fosforilación produce un cambio conformacional 
que provoca que el dominio SH2 de Lck deje de interaccionar con proteínas fosforiladas en 
tirosina (Joung, Kim et al. 1995), entre ellas la fosfatasa SHP-1 (Stefanova, Hemmer et al. 
2003) que a su vez regula la activación de ZAP70 (Plas, Johnson et al. 1996) y de la propia 
Lck (Chiang and Sefton 2001). El análogo del DAG, PMA, mimetiza la regulación de Lck por 
el DAG, lo cual se puede visualizar fácilmente por el cambio de movilidad electroforética que 
provoca la fosforilación en la serina 59, de forma que Lck pasa a tener un peso molecular 
aparente de 59 kDa, denominándose en este caso p59Lck (Schroder, Quehl et al. 2000). 
 Para analizar el efecto que provoca la entrada de Ca2+ y el aumento de la concentración de 
DAG en la fosforilación de DGKα, se mimetizaron ambos estímulos de manera farmacológica: 
el ﬂ ujo de Ca2+ a través de un ionóforo, la ionomicina, que abre los canales de Ca2+ de la 
membrana plasmática, y la formación de DAG por medio del análogo no metabolizable del 
DAG, PMA (Weiss, Imboden et al. 1986; Schroder, Quehl et al. 2000). Se analizó, en la línea 
celular Jurkat, el lisado total por medio de técnicas de western blot, usando el anticuerpo anti-
pY335DGKα, observándose que la entrada de Ca2+ es suﬁ ciente para alcanzar un mayor nivel 
de fosforilación de DGKα, mientras que el análogo de DAG, PMA, sólo da lugar a cambios en 
los niveles de fosforilación de DGKα cuando participa de manera coordinada con la entrada 
de Ca2+ (Figura 39). Estos datos sugieren que la unión del Ca2+ facilita la accesibilidad de 
la tirosina quinasa Lck a la tirosina 335, y que esta fosforilación puede ser regulada por un 
mecanismo que depende de DAG y de tirosinas quinasas, siempre y cuando el Ca2+ permita 
la accesibilidad a dicho residuo.
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 Estudio de la fosforilación de la tirosina 335 en la función de DGKα como 
atenuador de la ruta de activación de ERK 
 La proteína DGKα regula la activación de la ruta RasGRP1/Ras/ERK (Sanjuan, Pradet-
Balade et al. 2003). Dado que la tirosina 335 regula tanto la actividad de DGKα como la 
localización en la membrana de la proteína, se estudió qué papel juega la fosforilación de este 
residuo en la regulación de dos efectores conocidos del DAG como son la ruta RasGRP/Ras/
ERK y la ruta PKCθ/NFκB. Para este estudio se transfectó, en la línea celular Jurkat, el vector 
de expresión que codiﬁ ca para la proteína HA-DGKα wt o para HA-DGKα Y335F. Tras la 
estimulación del TCR con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, se analizó la activación de ERK 
usando un anticuerpo especíﬁ co de la fosforilación de la proteína ERK1/2 (anti-pERK1/2), 
y la activación de PKCθ con un anticuerpo especiﬁ co de su fosforilación en tirosina (anti-
pPKCθ) y también mediante la degradación que experimenta IκBα, mecanismo dependiente 
de la actividad PKCθ. El resultado determinó que ni la activación de ERK, ni la activación 
de PKCθ estaban afectadas por la sobre-expresión de HA-DGKα wt o de HA-DGKα Y335 
(Figura 40). El hecho de que la proteína silvestre no afecte a la activación de ERK sugiere que 
la sobre-expresión de la forma silvestre de DGKα  no puede competir con la proteína DGKα 
endógena en la regulación de las rutas dependientes de DAG, como se propuso en estudios 
anteriores (Sanjuan, Jones et al. 2001). Tampoco podemos descartar que el porcentaje de 
FIGURA 39. LA FOSFORILACIÓN DE DGKα EN 
LA TIROSINA 335 DEPENDE DEL FLUJO DE 
CA2+
a) Las células de la línea Jurkat se estimularon con 
ionomicina (ION), con PMA o con  ambos durante 
5 minutos. Tras la lisis celular, se separaron las pro-
teínas por técnicas de SDS-PAGE y western blot, y 
se analizaron con anticuerpos anti-pY335DGKα y 
anti-DGKα. Como control de estimulación con io-
nomicina se usó un anticuerpo anti-NFAT, y como 
control de activación con PMA se usó el anticuer-
po anti-pERK1/2 y anti-ERK1/2. Como control de 
activación de las células Jurkat se usaron los anti-
cuerpos anti-Lck y anti-pY. En la tabla se muestra 
la relación entre la fracción fosforilada y la proteína 
total de DGKα.
b) Las células de la línea Jurkat se estimularon con 
ionomicina (ION) durante 5 minutos. Tras la lisis de 
estas células se analizó por separado la fracción 
insoluble (I) y la fracción soluble (S) del lisado. Se 
separaron las proteínas de ambas fracciones por 
técnicas de SDS-PAGE y western blot y la mem-
brana de nitrocelulosa se analizó con el anticuerpo 
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FIGURA 40. LA SOBRE-EXPRE-
SIÓN DE DGKα WT O DGKα Y335F 
NO AFECTA A LA SEÑAL DESEN-
CADENADA POR EL TCR
Células de la línea Jurkat sin trans-
fectar (-) o transfectadas con el vec-
tor de expresión que codiﬁ ca para 
HA-DGKα wt o para DGKα Y335F 
fueron estimuladas con anticuer-
pos anti-CD3 y anti CD28 solubles 
durante los tiempos indicados. Tras 
la estimulación, las células se lisa-
ron y las proteínas se separaron por 
técnicas de SDS-PAGE y western 
blot. La membrana de nitrocelulosa 
se analizó con anticuerpos anti-HA, 
anti-pPKCθ, anti-PKCθ, anti-IκBα, 
anti-pERK1/2 y anti-ERK1/2.
células que se transfectan con las construcciones que expresan DGKα, aproximadamente 
30% de eﬁ ciencia de transfección, no sea suﬁ ciente como para ver el efecto en la expresión 
de dichas proteínas.
 La fosforilación de DGKα varía a lo largo de la activación/proliferación 
desencadenada a partir de la señal del TCR
 Durante la activación de las células T, DGKα ejerce un efecto atenuador sobre la ruta 
DAG/RasGRP/Ras/ERK1-2, y un efecto estimulador de la proliferación mediada por el receptor 
de IL2, puesto que el PA es necesario para proliferar en respuesta a este receptor (Flores, 
Casaseca et al. 1996; Flores, Jones et al. 1999). Para determinar cómo es la fosforilación 
de DGKα a lo largo de la activación/proliferación celular a través del TCR, se estudiaron, en 
células primarias aisladas de sangre humana, y por técnicas de western blot, las proteínas 
que varían a lo largo de la activación/proliferación de las células T.
 Entre los parámetros medidos durante la activación/proliferación se encuentran: el 
cambio de movilidad electroforética de Lck debido a la fosforilación en la serina 59 que da 
lugar a la forma denominada p59Lck; la fosforilación de sustratos de AKT, proteína reclutada 
a la membrana plasmática a través de los lípidos generados por PI3K; la fosforilación de 
sustratos de PKC que se produce por la activación de diferentes PKCs; la degradación de 
IκBα a partir de la activación de PKCθ; la fosforilación de las proteínas STAT5 que se produce 
a través de la activación del receptor de IL2; y la degradación del inhibidor de ciclo celular p27, 
por medio de la ubiquitinación de la proteína a partir de la estimulación del receptor de IL2, 
proceso que es inmediatamente anterior a la proliferación celular (Figura 41). El seguimiento 
de la fosforilación de DGKα en la tirosina 335 con el anticuerpo anti-pY335DGKα permitió 
observar que dicha proteína está fosforilada antes de la estimulación del TCR. Durante la 
activación del receptor el nivel de fosforilación disminuye, pero alcanza niveles máximos 
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 4. ESTUDIO DE LA ACTIVACIÓN Y DE LA FUNCIÓN DE DGKα EN LOS 
LINFOMAS ANAPLÁSTICOS DE CÉLULA GRANDE (ALCL)
 El linfoma de tipo anaplástico de célula grande (ALCL) es uno de los linfomas más 
frecuente en las tres primeras décadas de vida (Morris, Kirstein et al. 1994). La translocación 
cromosómica t(2;5)(p23;q35) está ampliamente extendida en estos linfomas y da lugar a 
formación de una proteína de fusión denominada NPM-ALK (Morris, Kirstein et al. 1994). Por 
separado, la proteína NPM es una proteína nucleolar implicada en el tránsito de proteínas 
entre el citoplasma y el núcleo (Chan, Liu et al. 1989), y la proteína transmembrana ALK es un 
receptor tirosina quinasa cuya expresión, en condiciones normales, está restringida a tejido 
neuronal (Iwahara, Fujimoto et al. 1997). La fusión de la porción citoplasmática de ALK con 
la proteína NPM da lugar a una proteína de aproximadamente 80 kDa que, a través de su 
cuando las células comienzan a proliferar. El estudio de la fracción insoluble de la lisis celular 
mostró que una gran parte de DGKα fosforilada en la tirosina 335 se encuentra localizada 
en esta fracción, donde además de DGKα fosforilada se detecta la presencia de Lck y de 
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FIGURA 41. LA FOSFORILA-
CIÓN DE DGKα EN LA TI-
ROSINA 335 CAMBIA A LO 
LARGO DE LA ACTIVACIÓN/
PROLIFERACIÓN DE LAS 
CÉLULAS T
Células T primarias humanas 
se estimularon con ﬁ tohemato-
glutinina A-L (PHA) a los tiem-
pos indicados. Las células se 
lisaron separándose la fracción 
soluble e insoluble, en las que 
se analizaron las proteínas por 
técnicas de SDS-PAGE y wes-
tern blot con anticuerpos anti-
pY335DGKα, anti-DGKα, anti-
IκBα, anti-Lck, anti-STAT5b, 
anti-p27, anti-sustratos de PKC 
y anti-sustratos de AKT.
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dominio NPM, es capaz de dimerizar y dar lugar a la autofosforilación de la propia NPM-ALK 
(Kuefer, Look et al. 1997), lo cual activa a la proteína de fusión.
 La actividad de NPM-ALK se ha asociado a la activación de p60Src, PLCγ, PI3K 
y DGKα (Bai, Dieter et al. 1998; Bai, Ouyang et al. 2000; Cussac, Greenland et al. 2004; 
Bacchiocchi, Baldanzi et al. 2005). En el caso de DGKα, está descrito que su actividad es 
importante para la proliferación de la línea celular Karpas 299, que es una línea derivada de un 
linfoma ALCL. Se sabe que la activación de DGKα en estas células depende de la asociación 
entre p60Src y NPM-ALK (Bacchiocchi, Baldanzi et al. 2005), pero el mecanismo que deﬁ ne 
la relación entre DGKα y p60Src se desconoce.
 La actividad tirosina quinasa de NPM-ALK provoca la fosforilación de DGKα en 
la tirosina 335
 Puesto que la actividad tirosina quinasa de NPM-ALK es fundamental para la 
señalización en los tumores que expresan la proteína (Marzec, Kasprzycka et al. 2005; 
Kasprzycka, Marzec et al. 2006), se estudió el efecto que tenía dicha actividad en la fosforilación 
de DGKα. Para llevar a cabo este estudio, se inhibió la actividad de NPM-ALK  en las células 
de la líneas Karpas 299 y SU-DHL1, otro linfoma ALCL, por medio del inhibidor WHI-P154. 
Posteriormente, se analizaron los lisados celulares por técnicas de western blot, y se usó el 
anticuerpo anti-PY para visualizar la actividad quinasa de NPM-ALK, y el anticuerpo anti-
pERK para analizar si la activación de ERK se veía afectada por la inhibición de NPM-ALK. 
Además, se usó el anticuerpo anti-pY335DGKα para determinar el estado de fosforilación de 
DGKα. El análisis mostró una bajada en la fosforilación de la mayor parte de las proteínas, 
incluida la propia NPM-ALK, junto con la bajada en la fosforilación de DGKα en la tirosina 335 
(Figura 42). 
Karpas 299 SU-DHL1
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FIGURA 42. LA ACTIVIDAD DE 
LA TIROSINA QUINASA NPM-
ALK ES NECESARIA PARA LA 
FOSFORILACIÓN DE DGKα 
EN LA TIROSINA 335
Las células de las líneas Karpas 
299 y SU-DHL1 se incubaron 
durante los tiempos indicados 
con un inhibidor de la actividad 
NPM-ALK (ALK inhib) (14μM). 
Tras la lisis celular, las proteínas 
se separaron por técnicas de 
SDS-PAGE y western blot y se 
analizaron con los anticuerpos 
anti-pY335DGKα, anti-DGKα, 




 Por otra parte, se estudió la activación de ERK en ambas líneas celulares, 
comprobándose que dicha activación era prácticamente indetectable en el caso de Karpas 
299 y que, en el caso  de SU-DHL1, estaba regulada a la baja tras la inhibición de la actividad 
tirosina quinasa de NPM-ALK. Este resultado demuestra que NPM-ALK controla, entre otras 
muchas, la fosforilación en tirosina y la activación de DGKα (Figura 42).
 Para intentar deﬁ nir la relación entre p60Src y DGKα, se comprobó en las células 
Karpas 299 si se producía la fosforilación de la proteína DGKα en la tirosina 335 al igual que 
ocurría en las células Jurkat. Para ello, se estudió la fosforilación de DGKα en los lisados 
totales de las líneas Jurkat y Karpas 299 por medio de técnicas de western blot y el posterior 
análisis con el anticuerpo anti-pY335DGKα. El análisis reveló que, aunque la fosforilación 
en la tirosina 335 depende de la actividad Src en ambas líneas celulares, la dependencia 
es mucho mayor en el caso de las células Jurkat (Figura 43). El análisis de la fosforilación 
del total de proteínas mostró, no sólo el gran número de sustratos fosforilados en la línea 
Karpas 299, sino además el escaso efecto que tiene la inhibición de las tirosinas quinasas de 
Src en la fosforilación de muchos sustratos. Esto sugiere la importancia de NPM-ALK como 
desencadenante de la mayoría de las rutas de señalización de los tumores que expresan esta 
proteína. En este contexto, la actividad NPM-ALK podría sustituir en parte la actividad de Src 



























FIGURA 43. LA ACTIVIDAD DE 
LAS TIROSINAS QUINASAS 
DE LA FAMILIA SRC NO ES 
NECESARIA PARA LA FOSFO-
RILACIÓN EN LA TIROSINA 
335 DE DGKα EN LA LÍNEA 
CELULAR KARPAS 299
Las células de las líneas Jur-
kat y Karpas 299 control (-) o 
tratadas con PP2 durante los 
tiempos indicados se lisaron, y 
la proteínas, tras separarse por 
técnicas de SDS-PAGE y wes-
tern blot, se analizaron con los 
anticuerpos anti-pY335DGKα, 
anti-DGKα y anti-pY. 
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 La actividad quinasa de DGKα es importante para la proliferación celular de los 
linfomas ALCL
 La actividad de DGKα es importante para la proliferación celular tanto en condiciones 
ﬁ siológicas, como ocurre a partir de la respuesta al receptor de IL2 (Flores, Casaseca et al. 
1996; Flores, Jones et al. 1999) o en la activación del receptor del VEGF (Baldanzi, Mitola et 
al. 2004), como en condiciones patológicas como la que depende de la proteína NPM-ALK 
(Bacchiocchi, Baldanzi et al. 2005). Además, tanto en el caso del receptor VEGF como en el 
caso de NPM-ALK, la función proliferativa de la actividad DGKα está mediada por la proteína 
p60Src.
 Para determinar el efecto que tenía la inhibición de la actividad quinasa de DGKα 
en la proliferación celular, se utilizaron la línea Karpas299 y la línea SUDHL1. Ambas líneas 
celulares se trataron con PP2, con R59949 o con Bisindolilmaleimida (Bim), un inhibidor de 
las PKCs clásicas, y se determinó el número de células a lo largo del tiempo como indicador 
de la proliferación celular. El resultado mostró cómo la inhibición de la actividad de DGKα y la 
inhibición de la actividad Src disminuyen el ritmo proliferativo tanto en la línea celular Karpas 
299 como en SU-DHL1 (Figura 44a). Para descartar que el efecto en proliferación se debiera 
a que ambos inhibidores estaban afectando la viabilidad celular, se analizó, por citometría 
de ﬂ ujo, el ciclo celular de ambas líneas en presencia de los inhibidores antes indicados. El 
estudio determinó que ni la inhibición de Src ni la inhibición de DGKα afectaban a la viabilidad 
celular en el caso de Karpas 299. En el caso de SU-DHL1, se observó que la inhibición de 
la actividad de DGKα disminuye la viabilidad celular (Figura 44b), lo que sugiere que dicha 
actividad puede estar afectando diferentes rutas de señalización en función del tipo celular.
 Estudio de la señalización celular regulada por la actividad DGKα y la actividad 
Src en la proliferación de los tumores que expresan la proteína NPM-ALK
 Para intentar determinar las rutas de señalización que se ven afectadas cuando se 
inhiben la actividad de DGKα y la actividad Src en las líneas Karpas 299 y SU-DHL1, se 
llevó a cabo un análisis de diferentes parámetros en función de su previa descripción como 
mediadores del fenotipo de ambas líneas tumorales o por su potencial función en la regulación 
de rutas reguladas por DAG. Entre los parámetros estudiados se encuentra la activación de 
la proteína STAT3, cuya activación es fundamental para la expresión de inteleuquina 10 (IL10) 
(Kasprzycka, Marzec et al. 2006), la cual favorece la viabilidad celular de los tumores ALCL. 
También se estudió la activación de PKC a través de la fosforilación de sus sustratos, y la 
activación de ERK, en ambos casos por el potencial papel que DGKα puede jugar en su 
activación. El análisis de los lisados celulares por técnica de western blot determinó que 
aunque la inhibición de la actividad Src provoca una disminución en la fosforilacion de DGKα 
en la tirosina 335, esta inhibición no provoca ningún efecto en la fosforilación en serina o 
tirosina que activa a las proteínas STAT3, ni en la activación de ERK, donde se comprobó de 







 Cont r ol  PP2 R59  B im  
G0/G1  45.7  51.3  37.4  48.9  
Síntesis  29.6  31.2  29.6  28.1  
G2/ m itosis  17.0  11.3  23.0  15.5  
apoptosis  7.6  6.1  12.6  7.5  
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Síntesis  29.0  30.3  30.5  29.6  
G2/ m itosis  14.2  12.9  9.6  12.9  




















































FIGURA 44. LA ACTIVIDAD DGKα AFECTA A LA PROLIFERACIÓN CELULAR DE LAS LÍNEAS TUMO-
RALES KARPAS 299 Y SU-DHL1
a) Las células de las líneas Karpas 299 y SU-DHL1 se incubaron con R59949, con PP2, o con Bim durante 
los tiempos indicados, tras los cuales se tomaron muestras del cultivo y se analizó la concentración de 
células. 
b) El ciclo celular de cada muestra se analizó mediante la tinción del ADN con ioduro de propidio y su 
posterior análisis por citometría de ﬂ ujo 40 horas después del tratamiento con los inhibidores. En la tabla 
inferior se muestra la relación de las distintas poblaciones en cada fase del ciclo celular.
de DGKα no tiene ningún efecto aparente en la señalización de los parámetros analizados 
en la línea celular Karpas299, sin embargo, el mismo análisis en la línea celular SU-DHL1, 
donde si hay activación de ERK, demuestra que la actividad DGK es capaz de afectar tanto 
la activación de ERK como a la fosforilación de algunos sustratos de PKC. Estos resultados 







































FIGURA 45. LA ACTIVIDAD DGKα 
NO AFECTA LA ACTIVACIÓN DE 
LAS PROTEÍNAS STAT3 EN LAS 
LÍNEAS  KARPAS 299 Y SU-DHL1
Las células de las líneas tumorales 
Karpas 299 y SU-DHL1 se trata-
ron durante 24 horas con el inhibi-
dor R59949, con PP2, o con Bim. 
Después las células se lisaron y 
las proteínas del sobrenadante se 
separaron por técnicas de SDS-
PAGE y western blot. La membrana 
de nitrocelulosa se analizó con los 
anticuerpos anti-pY335DGKα, anti-
DGKα, anti-pSerSTAT3, anti-pTyrS-
TAT3, anti-pERK1/2, anti-ERK1/2, 
anti-pY, anti-sustratos fosforilados 






La producción de DAG por parte de la proteína PLCγ en respuesta al TCR desencadena 
la activación de las proteínas RasGRP1 y PKCθ a través de la asociación de sus dominios C1 
con el DAG (Carrasco and Merida 2004), lo que provoca la activación, respectivamente, de 
las rutas Ras/ERK/AP-1 (Dower, Stang et al. 2000) y NFκB (Sun, Arendt et al. 2000) esenciales 
para el desencadenamiento de la respuesta inmune de la célula T. En la activación de PLCγ 
en respuesta al TCR contribuyen hasta tres familias de tirosinas quinasas, Src, Syk y Tec 
(Nel 2002; Nel and Slaughter 2002). Además, diferentes dominios de PLCγ participan en su 
mecanismo de activación que incluye la interacción con proteínas adaptadoras, como LAT 
y SLP-76 (Kurosaki and Tsukada 2000; Wange 2000), la fosforilación directa de la proteína 
en el residuo de tirosina 783 (Sekiya, Poulin et al. 2004; Houtman, Houghtling et al. 2005) y 
la activación a través de lípidos de membrana como PIP3 y PA (Jones and Carpenter 1993). 
Estas evidencias reaﬁ rman la teoría de que la producción de DAG a lo largo de la respuesta 
desencadenada en la célula T es un proceso altamente regulado en tiempo y en intensidad. 
Pero, durante la activación de la célula T, los niveles de DAG no sólo depende de su producción, 
sino, además, de su metabolismo.
Las DGKs son proteínas quinasas que metabolizan el DAG para producir PA (Sakane 
and Kanoh 1997; Kurosaki and Tsukada 2000; van Blitterswijk and Houssa 2000). Al menos 
dos isoformas, DGKα y DGKζ, se expresan en las células T (van Blitterswijk and Houssa 2000). 
Ambas isoformas de DGK son capaces de regular, mediante la disminución de los niveles de 
DAG, la ruta RasGRP/Ras/ERK durante la activación de las células T (Sanjuan, Jones et al. 
2001; Topham and Prescott 2001; Jones, Sanjuan et al. 2002; Zhong, Hainey et al. 2002). 
Sin embargo, DGKα y DGKζ, a partir de sus diferentes dominios de regulación, participan 
de manera distinta en el mecanismo que regula los niveles de DAG. La proteína DGKζ para 
ser reclutada a la membrana plasmática en respuesta al TCR necesita la fosforilación de su 
dominio MARKS a través de una PKC y la pérdida de la restricción negativa que supone el 
extremo carboxilo de la proteína (Santos, Carrasco et al. 2002). Sin embargo, la proteína 
DGKα necesita la unión del Ca2+ a la proteína y la actividad de las tirosinas quinasas para 
estabilizarse en la membrana (Sanjuan, Jones et al. 2001).
Las proteínas DGKs forman parte del conjunto de señales negativas que regulan 
la activación de la célula T. El equilibrio entre las señales positivas y negativas que se 
desencadenan en respuesta a la activación del TCR, junto con las que proceden de la señal 
de coestimulación del CD28 es lo que va a determinar la respuesta celular (Diehn, Alizadeh 
et al. 2002; Nel 2002; Nel and Slaughter 2002). De esta manera, la respuesta inmune que 
las células T desarrollan frente un patógeno está fuertemente regulada para que ésta se 
dé sólo contra el patógeno y dure el tiempo necesario para eliminarlo (Lenardo 1997). En 
caso contrario, la respuesta desencadenada podría darse de manera exagerada o contra las 
células del propio organismo, provocando fenómenos autoinmunes.
La correcta generación de DAG es responsable de establecer los procesos de 
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tolerancia que evitan enfermedades autoinmunes. Existen dos mecanismos esenciales 
para mantener la tolerancia inmunológica: la selección negativa en el timo y la inducción de 
anergia en las células T en periferia. En el timo, los timocitos que reciben una señal moderada 
procedente de la presentación antigénica son capaces de diferenciarse y proliferar, proceso 
que se denomina selección positiva. Por el contrario, los timocitos que reciben una señal 
fuerte mueren por apoptosis, proceso denominado selección negativa (Grossman and Singer 
1996). La intensidad de la señal está determinada por el tipo de péptido presentado: si el 
péptido procede del propio organismo, la señal será fuerte y se dará una selección negativa, 
sin embargo, si el péptido es foráneo, la señal será moderada y se producirá una selección 
positiva de los timocitos (Grossman and Singer 1996; Sebzda, Mariathasan et al. 1999). La 
activación de los diferentes miembros de la familia de las MAPK quinasas es esencial para 
determinar la respuesta desencadenada y si la selección va a ser positiva o negativa. Así, la 
señal moderada da lugar preferentemente a la activación de ERK, mientras que la señal fuerte 
produce una potente activación de JNK y p38 (Gong, Cheng et al. 2001; Priatel, Teh et al. 
2002). Por tanto, el balance entre la activación de ERK y la activación de JNK y p38 marca, en 
gran medida, el destino ﬁ nal del timocito. En este contexto, está descrito que RasGRP1, un 
GEF para Ras, está involucrado en la activación de ERK por el TCR, y por tanto es importante 
para la selección positiva (Dower, Stang et al. 2000; Priatel, Teh et al. 2002). RasGRP1 depende 
de DAG para su activación (Ebinu, Bottorff et al. 1998; Carrasco and Merida 2004), además, 
se sabe que DGKα, a partir de su actividad, disminuye la activación de RasGRP1 (Jones, 
Sanjuan et al. 2002; Sanjuan, Pradet-Balade et al. 2003). Aunque, los ratones KO para DGKα 
no revelan ningún defecto en las poblaciones de timocitos diferenciados (Olenchock, Guo 
et al. 2006), al igual que no lo hacen los ratones KO para DGKζ (Zhong, Hainey et al. 2003), 
el doble KO de ambas proteínas, aunque aún no ha sido completamente descrito, sí parece 
presentar un número bajo de células CD4+ y CD8+ tanto en timo como en periferia (Olenchock, 
Guo et al. 2006), lo que demuestra que la redundancia funcional de ambas proteínas existe 
y es importante para asegurar unos correctos niveles de DAG durante la diferenciación del 
timocito hacia célula T madura.
El otro gran mecanismo que permite garantizar la tolerancia inmunológica consiste en 
que todos aquellos timocitos autoreactivos que escapan a la selección negativa en el timo, y 
que maduran a células T en periferia, se conviertan en células anérgicas, células incapaces 
de responder a la estimulación antigénica (Nel 2002; Nel and Slaughter 2002; Schwartz 2003). 
En este proceso también es importante el papel que juega el DAG pues la activación de 
NFAT, un factor de transcripción dependiente de Ca2+, en ausencia de AP-1, un factor de 
transcripción dependiente de DAG, da lugar al establecimiento de un programa de expresión 
génica que impide a la célula T responder a la estimulación antigénica (Macian, Garcia-Cozar 
et al. 2002). 
 
En el trabajo desarrollado en esta tesis hemos estudiado: la regulación de la expresión 
de DGKα durante la señalización desencadenada por el TCR; el papel de sus dominios en 
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la localización de la proteína en la membrana plasmática; y los mecanismos que regulan su 
movilización a la membrana plasmática en respuesta al TCR.
 Regulación de la expresión de DGKα durante la activación del TCR
Trabajos anteriores desarrollados en nuestro grupo describieron que durante la 
estimulación antigénica de células T primarias de ratón los niveles de expresión de DGKα 
disminuyen (Sanjuan, Pradet-Balade et al. 2003). Los nuevos datos presentados en esta tesis 
demuestran que, ante una señal incompleta, es decir, una señal del TCR en ausencia de la 
señal de coestimulación procedente del receptor CD28, no se produce la disminución de los 
niveles de DGKα, por tanto, la señal desencadenada por el CD28 durante la activación de 
la célula T es importante para la regulación de los niveles de DGKα. Esto, en condiciones 
ﬁ siológicas, aseguraría la necesidad de alcanzar un umbral de activación a través del TCR y 
del CD28 que provoque, entre otros efectos, la disminución de los niveles de DGKα y con ello 
unos niveles adecuados de DAG que conduzcan a la correcta activación de la célula T.
Los estudios llevados a cabo en esta tesis demuestran que los niveles de expresión de 
DGKα no sólo dependen de la señal del TCR y del CD28, sino, además, de la proliferación celular 
desencadenada por el TCR puesto que, cuando la célula T deja de proliferar, bien sea porque 
las células comienzan a agotar la IL2 o porque forzamos su inhibición farmacológicamente, 
los niveles de expresión de DGKα regresan a los que había antes de la estimulación. Según 
este mecanismo, una vez que la célula T deja de proliferar como consecuencia del ﬁ n de 
la respuesta inmune, el aumento de los niveles de DGKα podría estar contribuyendo a la 
generación de células T de memoria que sobreviven para generar una respuesta inmune más 
eﬁ ciente en caso de que el organismo entre de nuevo en contacto con el mismo patógeno.
 
 ¿Por qué es importante que las células T disminuyan sus niveles de DGKα tras el 
reconocimiento antigénico?. Para contestar a esta pregunta expresamos en células T, 
de forma ectópica, una DGKα constitutivamente activa, y posteriormente estudiamos la 
respuesta desencadenada. Los resultados obtenidos de dicho análisis demuestran que la 
actividad constitutiva de DGKα disminuye la expresión de proteínas esenciales para una 
correcta activación de la célula T, como son CD69, CD25, IL2 e INFγ, proteínas que dependen 
del factor de transcripción AP-1. Además, la expresión ectópica de DGKα evita la muerte 
celular desencadenada por la activación de las células T (AICD), mecanismo esencial para 
la homeostasis celular durante la respuesta inmune. De este modo, aquellas células T que 
durante la respuesta inmune reciban una respuesta incompleta y no reduzcan sus niveles 
de DGKα podrían dar lugar a un grupo de células T con menos capacidad de respuesta 
a la presentación antigénica. Además, dado que aquellas células que en presencia de un 
estímulo antigénico desencadenan una activación de NFAT en ausencia de AP-1 se vuelven 
anérgicas (Macian, Garcia-Cozar et al. 2002), una mala regulación de la actividad DGKα 
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FIGURA 46. LA DISMINUCIÓN EN LA EXPRESIÓN DE DGKα EN RESPUESTA AL TCR DEPENDE DE LA 
SEÑAL DE COESTIMULACIÓN DEL CD28
La señal desencadenada por el TCR en ausencia de la señal de coestimulación ejercida por  CD28 no 
es suﬁ ciente para disminuir la expresión de DGKα en respuesta a la presentación antigénica. La dismi-
nución de DGKα está relacionada con un aumento de la actividad de ERK y con la correcta activación de 
AP-1 que, junto con la de NFAT, desencadena una activación correcta de la célula T y el desarrollo de la 
respuesta inmune celular. La ausencia de la señal a partir de CD28 provoca que, en respuesta al TCR, la 
activación de ERK y de AP-1 sea mucho menor frente a una activación normal de NFAT, lo que da lugar 
a una activación insuﬁ ciente de la célula T y al establecimiento  del estado de anergia en dichas células.
El estudio de la producción de DAG y su metabolismo en el establecimiento de la 
anergia de las células T revela que cuando las células se vuelven anérgicas disminuye la 
expresión de PLCγ (Heissmeyer, Macian et al. 2004), a la vez que aumenta la expresión 
de DGKα (Macian, Garcia-Cozar et al. 2002; Zha, Marks et al. 2006). Ambas proteínas son 
esenciales para regular los niveles de DAG, sin embargo su contribución al establecimiento 
de anergia probablemente sea diferente puesto que la actividad PLCγ, además de generar 
DAG, da lugar al incremento de los niveles de Ca2+ esenciales para el mantenimiento de la 
misma. Estos niveles de Ca2+, junto con el aumento de la expresión de DGKα, contribuiría 
al mantenimiento del estado de anergia. Apoyando esta hipótesis, la proteína DGKα ha sido 
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descrita recientemente como una proteína implicada en el establecimiento del estado de 
anergia de las células T, lo que corrobora nuestro modelo en el cual, la atenuación de la 
expresión de DGKα no se produce ante  una activación incompleta de la célula T, mecanismo 
relacionado con la inducción de anergia. En estos estudios, la expresión ectópica de DGKα 
en células T da lugar a una menor activación de la ruta RasGRP1/Ras/ERK1-2 (Zha, Marks 
et al. 2006) y a la inducción de anergia, mientras que la ausencia de DGKα en un modelo de 
ratón KO para la proteína provoca que las células T tengan perjudicada la inducción de la 
misma (Olenchock, Guo et al. 2006).
Sin embargo, estos estudios no explican el mecanismo por el cual DGKα, una 
proteína fundamentalmente citosólica, cuyo sustrato, el DAG, se encuentra en la membrana 
plasmática, es capaz de movilizarse a dicha membrana tanto en la activación de las células 
T como en el establecimiento y/o mantenimiento del estado de anergia.
 Papel de los dominios de DGKα en su localización en la membrana plasmática
Existen evidencias que demuestran que el Ca2+ y las tirosinas quinasas son esenciales 
para la estabilización de DGKα en la membrana plasmática. Se ha demostrado que la 
mimetización de la entrada de Ca2+ y de la actividad tirosina quinasa consigue que la proteína 
se movilice desde el citosol a la membrana (Sanjuan, Jones et al. 2001). El Ca2+ se une 
directamente a los dominios tipo manos de Ca2+, además, puesto que si se truncan estos 
dominios en DGKα, ésta aparece constitutivamente asociada a la membrana, se ha sugerido 
que esta unión elimina la restricción negativa que los dominios tipo manos de Ca2+ ejercen 
sobre la localización de la proteína en la membrana plasmática (Sanjuan, Jones et al. 2001). 
La truncación de estos dominios, no sólo afecta a la localización de la proteína, sino también 
a la actividad de la misma, de forma que el mutante de DGKα con la truncación de los 
dominios tipo manos de Ca2+ posee mayor actividad que la forma silvestre y además ésta 
pasa a ser independiente de la unión a Ca2+ (Jiang, Qian et al. 2000). La actividad DGKα 
es importante para inducir la disociación de la proteína de la membrana plasmática como 
lo demuestra el hecho de que un mutante de DGKα catalíticamente inactivo se moviliza a 
la membrana manteniéndose allí de forma sostenida, en lugar de transitoria como ocurre 
con la enzima silvestre (Sanjuan, Jones et al. 2001). Se ha sugerido que este mecanismo de 
retroalimentación negativa se da a través de las manos da Ca2+ puesto que el mutante que 
carece de ellas, a pesar de tener más actividad que la forma silvestre está constitutivamente 
asociado a la membrana plasmática (Sanjuan, Jones et al. 2001).
Con estos antecedentes se desarrolló, en el transcurso de esta tesis, un estudio que 
demuestra que el mutante constitutivamente activo de DGKα, que ha perdido la restricción 
negativa de las manos de Ca2+, depende de la actividad PI3K para asociarse de manera 
constitutiva a la membrana plasmática (Cipres, Carrasco et al. 2003). Por tanto, además 
del Ca2+ y de las tirosinas quinasas, también la generación de los productos de la actividad 
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PI3K contribuyen a la estabilización de la proteína en la membrana plasmática. Tanto los 
antecedentes como los nuevos resultados llevaron a estudiar los dominios que contribuyen 
a la estabilización de DGKα en la membrana plasmática y cómo contribuyen éstos a la 
movilización de la proteína desde el citosol a la membrana.
 Para este estudio, se generaron varios mutantes de truncación de DGKα que afectan 
tanto a su extremo carboxilo como a los dominios tipo manos de Ca2+. El estudio de los 
mutantes reveló que, al igual que ocurre para DGKβ (Caricasole, Bettini et al. 2002), el extremo 
carboxilo terminal de DGKα determina la estabilización de la proteína en la membrana 
plasmática independientemente del estímulo, por lo que, se puede concluir que este extremo 
está involucrado de manera general en la localización de la proteína. Analizando más en 
detalle el extremo carboxilo encontramos un conjunto de aminoácidos con cargas positivas 
presentes en la parte más terminal, junto con una posible zona de giro constituida por un 
conjunto de prolinas conservadas en todas las DGKs de tipo I. Las cargas positivas podrían 
constituir un dominio de unión a moléculas cargadas negativamente, como ocurre en el caso 
de la proteína Raf-1 donde la mutación en su secuencia de aminoácidos del residuo de lisina 
399 por alanina reduce en un 50% la unión a PA de la proteína, y la combinación de esta 
mutación con la de la arginina 401 por alanina reduce la unión en un 80% (Ghosh, Moore 
et al. 2003). De esta manera, el aumento de PA por la acción de DGKα, y el consiguiente 
aumento de las carga negativa de la membrana plasmática podrían dar lugar a una forma de 
estabilización de la proteína en dicha membrana.
Esta observación está de acuerdo con el hecho de que una mutación en el residuo 
glicina 433 que da lugar a una forma de DGKα catalíticamente inactiva (Topham, Bunting et al. 
1998; Sanjuan, Jones et al. 2001), resulta en la deslocalización de la membrana plasmática del 
mutante que no posee la restricción negativa impuesta por las manos de Ca2+. Esto sugiere que 
cuando desaparece esta restricción negativa, la actividad de la proteína es importante para su 
estabilización en la membrana. Sin embargo, se observó que la mutación en la glicina 433 de 
la forma de DGKα que no posee las manos de Ca2+, no impide su movilización a la membrana 
en respuesta al TCR. Esto sugiere que en respuesta al TCR existe un mecanismo adicional 
que contribuye a estabilizar a DGKα en la membrana plasmática, y que es independientes de 
la integridad del dominio catalítico y de la unión del Ca2+ a los dominios tipo manos de Ca2+. 
Este mecanismo, como ya se ha sugerido anteriormente (Sanjuan, Jones et al. 2001), puede 
estar relacionados con la actividad de las tirosinas quinasas.
Los resultados obtenidos permiten contemplar un modelo de regulación en el que 
la unión del Ca2+ a los dominios tipo manos de Ca2+ junto con la actividad de las tirosinas 
quinasas favorece un cambio conformacional que induce la translocación de DGKα del citosol 
a la membrana plasmática. En esta localización DGKα, a partir de DAG, genera PA que, en 
presencia de Ca2+, contribuye a la estabilización de la proteína a la membrana plasmática. Sin 
embargo, cuando el ﬂ ujo de Ca2+ cesa, el PA contribuirá a la conformación cerrada/citosólica 
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de la proteína, garantizando que DGKα actúe de manera concreta en el metabolismo del DAG 
producido por una PLC en respuesta al TCR, pero no en el metabolismo del DAG procedente 
de otras fuentes. Esta hipótesis explica además, por qué la mutación en la glicina 433 favorece 
una translocación sostenida de DGKα ya que, este mutante, al no producir PA, no posee el 
mecanismo de disociación de la membrana mediado por el producto de la actividad DGKα.
 Regulación de DGKα por la fosforilación en tirosina de la proteína
 La proteína DGKα participa, a través de diferentes receptores, en diversas funciones 
celulares, a veces antagónicas (Cutrupi, Baldanzi et al. 2000; Cipres, Carrasco et al. 2003; 
Baldanzi, Mitola et al. 2004; Bacchiocchi, Baldanzi et al. 2005; Fukunaga-Takenaka, Shirai 
et al. 2005). La mayoría de estas funciones poseen en común la activación de DGKα por 
tirosinas quinasas, generalmente tirosinas quinasa de la familia Src. De especial interés ha 
sido el trabajo que estudia la activación de DGKα a través del factor de crecimiento hepático 
(HGF), donde la fosforilación de DGKα en el residuo de tirosina 335 parece ser importante 
para la función de la proteína (Baldanzi, Cutrupi et al. 2002), aunque el mecanismo no ha sido 
claramente determinado. 
El estudio por mutagénesis dirigida  de dicho residuo en el mutante de DGKα que 
tiene truncadas las manos de Ca2+ y que carece de actividad catalítica revela que esta 
tirosina es esencial para el mecanismo de activación de la proteína en respuesta al TCR, 
independientemente de la estabilidad en la membrana que la actividad catalítica proporciona 
a DGKα. Además demuestra que una vez que se pierde la restricción negativa de las manos 
de Ca2+, éstas no juegan un papel esencial en la localización de la proteína en respuesta al 
TCR, sino que su función es la de mantener a DGKα en el citosol.
 Durante la respuesta desencadenada por el TCR es esencial la activación de la tirosina 
quinasa Lck (Weiss and Littman 1994; van Leeuwen and Samelson 1999). En dicha activación 
participan diferentes proteínas como la tirosina quinasa CSK (Latour and Veillette 2001), las 
tirosinas fosfatasas CD45 y SHP-1 (Thomas 1995; Chiang and Sefton 2001), las proteínas 
ERK1/2 (Schroder, Quehl et al. 2000; Stefanova, Hemmer et al. 2003) y la propia actividad 
Lck (Abraham and Veillette 1990; Yamaguchi and Hendrickson 1996), lo que constituye un 
ﬁ no sistema de regulación. Tras la estimulación del TCR, Lck contribuye a la activación de 
otras tirosinas quinasas como son ZAP70 e ITK (Nel 2002; Nel and Slaughter 2002; Wilcox 
and Berg 2003). La activación de estas proteínas conduce a la activación de PLCγ, y con 
ello a la producción de DAG (Wilde and Watson 2001). Pero Lck, además de colaborar en la 
activación de la respuesta desencadenada por el TCR, contribuye al apagado de la misma 
regulando a proteínas como SHP-1 (Lorenz, Ravichandran et al. 1994; Stefanova, Hemmer 
et al. 2003) y SHIP (Lamkin, Walk et al. 1997), esta última una fosfatasa de lípidos especíﬁ ca 
de la posición 5 del anillo del fostatidilinositol-1,3,5-trifosfato y del anillo de fosfatidilinositol-
1,3,4,5-tetrafosfato (Damen, Liu et al. 1996). La fosforilación directa de DGKα por parte de 
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Lck permite incluirla entre las proteínas que regulan la señal negativa del TCR.
 Los estudios llevados a cabo durante este trabajo demuestran que el residuo de 
tirosina 335 de DGKα, situado entre los dominios C1 y el dominio catalítico de la proteína, es 
accesible a la fosforilación por Lck. Puesto que la sustitución de esta tirosina por un residuo 
no fosforilable (fenilalanina) impide la movilización de la proteína completa desde el citosol a 
la membrana plasmática se demuestra que este residuo es esencial para el mecanismo de 
activación a través del TCR. Sin embargo, en este mutante de DGKα, en el que la tirosina 335 
está sustituida, otras tirosinas aparecen fosforiladas, lo que sugiere que otros residuos de 
tirosina pueden contribuir a la función de la proteína. Dicha contribución podría depender del 
receptor por el que se activa DGKα y/o de mecanismos adicionales de activación.
  La obtención de un anticuerpo que reconoce de manera especíﬁ ca la fosforilación 
en la tirosina 335 de DGKα (anti-pY335DGKα) ha permitido demostrar que esta fosforilación 
depende de la actividad de proteínas de la familia Src quinasa, siendo Lck la principal 
responsable de la misma. El hecho de que en las células HEK293 la fosforilación en el residuo 
de tirosina 335 se produzca en ausencia de Lck, y que en respuesta al α-D-tocoferol la tirosina 
335, por un mecanismo que depende de la proteína Src, sea esencial para la movilización de 
DGKα a la membrana plasmática (Fukunaga-Takenaka, Shirai et al. 2005), pone de maniﬁ esto 
que existe cierta promiscuidad hacia otros miembros de la familia Src responsables de la 
fosforilación de la tirosina.
La fosforilación de DGKα por parte de Lck sugiere una interacción directa entre ambas 
proteínas. Los datos obtenidos en células HEK293 demuestran que cuando sobreexpresamos 
DGKα y Lck existe una interacción directa entre ambas. En células Jurkat la asociación de las 
proteínas endógenas Lck y DGKα es inducida en respuesta al TCR. Sin embargo, la forma 
de DGKα fosforilada en la tirosina 335 no se encuentra unida a Lck. Aunque no podemos 
descartar una baja resolución del anticuerpo anti-pY335DGKα, el resultado obtenido puede 
indicar que la fosforilación en tirosina 335 induce la asociación de DGKα con la membrana 
plasmática al mismo tiempo que su rápida disociación del complejo con Lck. El uso del 
anticuerpo anti-pY335DGKα demuestra que, aunque la mayor parte de DGKα es citosólica, 
la fracción de proteína asociada a la membrana está fosforilada, y que, en respuesta a la 
estimulación del TCR, se produce un aumento rápido y transitorio de la fosforilación en dicho 
residuo. Este aumento, aunque independiente de la señal de coestimulación procedente del 
receptor CD28, sí se ve aumentado en presencia de esta señal, demostrando, una vez más, 
la importancia de la señal procedente de CD28 para la modulación de la proteína.
Así, Lck garantiza que DGKα participa en la regulación de los niveles de DAG sin afectar 
otras funciones como es la regulación de la propia Lck, puesto que, entre otras funciones, 
el DAG es capaz de regular la función de Lck (Schroder, Quehl et al. 2000). Esta regulación, 
que consiste en la fosforilación de la serina 59 de Lck por un mecanismo que depende de la 
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actividad de ERK (Schroder, Quehl et al. 2000), induce un cambio conformacional que evita 
la unión del dominio SH2 de Lck a proteínas fosforiladas en tirosina como la fosfatasa de 
tirosinas SHP-1 (Joung, Kim et al. 1995; Stefanova, Hemmer et al. 2003), la cual, entre otras 
proteínas, defosforila a Lck en la tirosina 394, pasando esta a un estado menos activo (Chiang 
and Sefton 2001). Así, el DAG, haciendo inaccesible Lck a la fosfatasa SHP-1, garantiza la 
activación de una parte de Lck.
 La actividad DGKα no sólo afecta a la estabilización de la proteína en la membrana 
plasmática, sino que además es importante para la regulación de su propia fosforilación, 
como lo demuestra el hecho de que la inhibición de la actividad DGKα aumenta el nivel de 
fosforilación en el residuo de tirosina 335. Así, en respuesta al TCR, DGKα actúa de una 
manera rápida y transitoria. El ﬂ ujo de Ca2+ y la fosforilación directa de la proteína por las 
tirosinas quinasas, junto con otras formas de regulación que inﬂ uyen en la activación de 
DGKα como son el producto de la PI3K, la producción de PA y la composición lipídica de 
la membrana, dan lugar a un delicado mecanismo de activación de la enzima (Figura 47), 
donde el equilibrio de fuerzas entre las señales positivas y negativas determinará la correcta 
activación de DGKα, el nivel de la misma y el proceso o función biológica que desarrolla. Así, 
en condiciones en las que la activación de DGKα no se produzca correctamente, bien en su 
exceso o bien en su defecto, se producirán fenómenos de falta de respuesta o fenómenos de 
hiperactivación de las células T, respectivamente, ambos descritos previamente en el grupo 
(Jones, Sanjuan et al. 2002; Sanjuan, Pradet-Balade et al. 2003) y conﬁ rmados por los datos 
expuestos en esta tesis y recientemente por otros grupos (Olenchock, Guo et al. 2006).
 
 La producción y el metabolismo del DAG en respuesta al TCR es un proceso en el que 
participan PLCγ y DGKα de manera coordinada. En respuesta al TCR, la activación de PLCγ 
no sólo garantiza la producción de DAG, sino que, a través del ﬂ ujo de Ca2+ que desencadena 
su otro producto, IP3, promueve la eliminación del DAG a través de la activación de DGKα. La 
proteína Lck, controlando ambos procesos, la producción y el metabolismo del DAG, puede 
considerarse como el eje central de la respuesta desencadenada por este segundo mensajero 
lipídico. En un futuro será interesante determinar, en condiciones en las que se produce la 
pérdida del balance entre la producción y el metabolismo del DAG, cómo DGKα participa en 
el mismo. Así mismo, en condiciones de anergia, donde la señal del Ca2+ predomina frente a 
la de DAG, también será interesante determinar el estado de fosforilación de DGKα.
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FIGURA 47. LA MOVILIZACIÓN DE DGKα DESDE EL CITOSOL A LA MEMBRANA PLASMÁTICA DE-
PENDE DEL EQUILIBRIO ENTRE SEÑALES POSITIVAS Y SEÑALES NEGATIVAS
La proteína DGKα es una proteína, generalmente, citosólica cuya presencia en la membrana plasmática, 
donde encuentra su sustrato, el DAG, depende del balance entre señales positivas como son el ﬂ ujo de 
calcio, las tirosinas quinasas y la activación de PI3K, y señales negativas como son la propia actividad 
DGK, la activación de fosfatasas de tirosina y la activación de fosfatasas del PI3P como PTEN. Además, 
diferentes dominios de la proteína participan en su localización, unos de manera negativa como es la res-
tricción negativa de las manos de Ca2+, y otros de manera positiva como son el dominio carboxilo terminal, 
los dominios ricos en cisteinas y la fosforilación de la tirosina 335.
 El estudio de la fosforilación de DGKα en el residuo tirosina 335 a lo largo de la 
activación de las células T humanas demuestra que esta fosforilación disminuye a lo largo 
de la misma y aumenta durante la proliferación celular. Si se incorporan estos resultados en 
el contexto de las funciones descritas para DGKα se puede proponer un modelo en el cual 
durante el comienzo de la activación de la célula T DGKα se fosforila de manera rápida y 
transitoria en el residuo tirosina 335, adquiriendo un estado activo, que metaboliza el DAG 
para evitar un exceso de este que diera lugar a una fuerte señal Ras/ERK/AP-1. Después, 
durante la activación tardía, la proteína se defosforila para permitir la expresión de proteínas 
que dependen de esta ruta. Entre estas proteínas se encuentran la cadena alfa del receptor 
IL2 de alta aﬁ nidad y la propia IL2, cuya expresión da paso a la proliferación celular a través 
de este receptor. En este punto, la proteína DGKα se vuelve a fosforilar para generar ácido 
fosfatídico y colaborar en dicha proliferación (Figura 48). De esta forma, la fosforilación en 
el residuo tirosina 335 de DGKα y su consiguiente activación, contribuyen a la proliferación 
celular de las células T de dos maneras: por un lado, reduciendo la expresión de IL2 y de 
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su receptor de alta aﬁ nidad en el comienzo de la activación, y por otro, generando el PA 
que promueve la propia proliferación celular. Sin embargo, en estudios anteriores llevados a 
cabo en el laboratorio, no se detectó ninguna fosforilación de DGKα en tirosina en respuesta 
al receptor de IL2, donde sí se describió que la actividad PI3K era fundamental para la 
activación en respuesta a IL2 (Cipres, Carrasco et al. 2003). La razón que explicaría esta 
diferencia podría estar en la diferente contribución que hacen Lck y PI3K en la activación de 
DGKα dependiendo del estímulo. Así, en respuesta a la presentación antigénica, donde Lck 
ejerce un papel principal en la respuesta desencadenada y se produce la activación de PLCγ 
y por tanto un incremento de Ca2+ citoplasmático, PI3K se activa contribuyendo en menor 
medida a la activación de DGKα. Sin embargo, en respuesta a IL2, donde no hay activación 
de PLCγ, la actividad PI3K sería el principal mecanismo de activación de DGKα, y la actividad 
Lck contribuiría, entonces, en menor medida. Aun así, esto no explica por qué la fosforilación 
de la proteína, aunque parece ser independiente del receptor de IL2, aumenta a lo largo de la 
proliferación. La diferencia podría consistir en que a diferencia de los estudios llevados a cabo 
en líneas celulares (Flores, Casaseca et al. 1996; Flores, Jones et al. 1999), en un sistema más 
ﬁ siológico, como es la activación de células T primarias, IL2 provoca la fosforilación de DGKα 
aportando mayor complejidad al mecanismo de regulación de la proteína.
 El estudio de la fosforilación de DGKα también ha revelado que en células T humanas, 
a diferencia del modelo de ratón (Sanjuan, Pradet-Balade et al. 2003), no se produce una 
regulación de los niveles de DGKα durante la activación desencadenada por el TCR. Aunque 
no han sido mostrados en esta tesis, los estudios realizados acerca de la fosforilación de la 
tirosina 335 durante la activación de las células T de ratón demuestran que dicha fosforilación 
también disminuye durante la activación. Comparando ambos modelos se puede aﬁ rmar 
que, mientras que en la activación de las células T de ratón la fosforilación de DGKα en el 
residuo de tirosina 335 y la expresión de la proteína disminuyen, en la activación de células 
humanas sólo disminuye la fosforilación de la proteína. El sentido biológico de esta diferencia 
de regulación queda aún por determinar. El hecho de que los humanos y los ratones sigan 
evoluciones diferentes desde hace 65 millones de años, y que en humanos haya desaparecido 
la regulación de los niveles de expresión durante la activación de las células T podría estar 
indicando que la regulación de los niveles de fosforilación de DGKα ha terminado por sustituir 
a la regulación de los niveles de expresión de la proteína durante la activación de la célula T.
 Papel de DGKα en la proliferación celular
 La fosforilación de DGKα y su consiguiente activación durante la proliferación de 
las células T demuestra que la actividad DGKα, además de regular la activación de dichas 
células, es importante para los procesos proliferativos. Los trabajos realizados hasta ahora 
no exponen claramente la importancia de las tirosinas quinasas en la activación de la proteína 
durante los procesos proliferativos. En el caso del receptor de IL2 la enzima se activa por 
un mecanismo que depende de PI3K (Cipres, Carrasco et al. 2003), y en respuesta al VEGF 
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(Baldanzi, Mitola et al. 2004), donde si parece importante la actividad Src, no se observa 
fosforilación directa de la proteína. En los linfomas anaplásticos de célula grande (ALCL), 
concretamente en la línea tumoral Karpas 299, se ha descrito que la actividad DGKα es 
esencial para la proliferación celular (Bacchiocchi, Baldanzi et al. 2005), y que la actividad Src 
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FIGURA 48. MODELO DE ACTIVACIÓN DE DGKα POR LCK DURANTE LA RESPUESTA DESENCADE-
NADA POR EL TCR
La activación de DGKα durante la respuesta desencadenada por el TCR consta de dos fases. En una prime-
ra fase, la activación de Lck desencadena la activación de PLCγ y esta a su vez la producción de DAG y del 
ﬂ ujo de Ca2+ necesario para la respuesta de la célula T. Este ﬂ ujo de Ca2+, junto con la activación de Lck, da 
lugar a la activación de DGKα por fosforilación directa en la tirosina 335, lo que da lugar a una disminución 
de la activación de la ruta RasGRP/Ras/ERK/AP-1 que ﬁ nalmente regula la expresión del receptor de alta 
aﬁ nidad IL2 y de la propia IL2. En una segunda fase, la activación de PI3K por el receptor de IL2 en ausencia 
de la actividad de PLCγ y del ﬂ ujo de Ca2+, da lugar a la activación de DGKα. El PA producido ejerce una 
función positiva aumentando la proliferación de las células T. Sin embargo, como en respuesta a la presen-
tación antigénica hay activación de PI3K y en respuesta a la activación del receptor de IL2 hay activación 
de Lck, no se descarta que ambas proteínas, Lck y PI3K, contribuyan de manera simultánea a la activación 
de DGKα, siendo el estímulo de partida el que marque la contribución de cada proteína en las funciones 
negativa y positiva de DGKα durante la respuesta celular desencadenada en la célula T.
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 Los resultados presentados en esta tesis conﬁ rman la importancia de la actividad 
DGKα en la proliferación, no sólo en la línea tumoral Karpas 299, sino, además, en la línea 
tumoral SU-DHL1, otro linfoma ALCL. Ambos linfomas se caracterizan por la expresión de la 
tirosina quinasa NPM-ALK que da lugar a una fosforilación constitutiva en un gran número de 
proteínas (Morris, Kirstein et al. 1994; Kuefer, Look et al. 1997). El análisis de la fosforilación 
de DGKα en el residuo tirosina 335 en estas líneas revela que dicha fosforilación se produce 
incluso en ausencia de Lck. La razón que podría explicar este resultado es que, aunque 
no presentan expresión de Lck, si que hay expresión de Src, miembro de la familia que da 
nombre a la misma, que podría ser la responsable de la fosforilación de DGKα. Esta actividad 
Src es importante para la proliferación celular en estos tumores como reﬂ ejan los resultados 
obtenidos en este trabajo y los descritos (Bacchiocchi, Baldanzi et al. 2005). Sin embargo, 
la inhibición especíﬁ ca de la actividad Src apenas hace disminuir la fosforilación de DGKα 
en la tirosina 335, la cual si disminuye con la inhibición de la actividad de la tirosina quinasa 
NPM-ALK. Esto sugiere que en estos linfomas, NPM-ALK contribuye de dos maneras a la 
activación de DGKα, por un lado activando Src, y por otro lado fosforilando a DGKα de una 
manera directa o indirecta por otra tirosina quinasa regulada por NPM-ALK. Además, estos 
linfomas, a través de la actividad de NMP-ALK, presentan una activación constitutiva de 
las proteinas PI3K y PLCγ (Bai, Dieter et al. 1998; Bai, Ouyang et al. 2000) cuyos productos 
respectivos, los fosfatidilinositoles trifosfato y el inositol trifosfato, podrían contribuir, junto 
con la fosforilación en la tirosina 335, a la activación de DGKα.
 La actividad tirosina quinasa de la proteína NPM-ALK da lugar a la activación del 
factor de trancripción STAT3, que, a su vez promueve la expresión de IL-10, TGF-β y FoxP3 
(Kasprzycka, Marzec et al. 2006), proporcionando a estos linfomas un fenotipo de célula 
T reguladora (Treg) (Kasprzycka, Marzec et al. 2006). Las células Treg se caracterizan 
fenotipicamente por ser células T que expresan la molécula coreceptora CD4 y la cadena α 
del receptor de IL2 de alta aﬁ nidad (CD4+CD25+) (von Boehmer 2005). Estas células, durante 
la respuesta inmune mediada por el TCR, se activan de la misma manera y en los mismos 
sitios que las células T efectoras, y su activación conduce a la expresión de TGF-β e IL-10, 
citoquinas necesarias para la función inmunosupresora que las células Treg ejercen sobre las 
células T efectoras (von Boehmer 2005). El estudio en las líneas tumorales Karpas 299 y SU-
DHL1 de la inﬂ uencia de DGKα en la activación de la proteína STAT3 como desencadenante 
del fenotipo Treg, revela que DGKα no afecta a su activación, por lo que se puede aﬁ rmar que la 
ruta o rutas afectadas por la actividad DGKα durante la proliferación celular de estos linfomas 
son independientes de la activación de STAT3, y, seguramente, de su fenotipo de célula Treg. 
Desde el punto de vista ﬁ siológico, IL2 es necesaria para el mantenimiento de la población 
de células Treg (Malek 2003; Thornton, Donovan et al. 2004). y puesto que esta citoquina 
activa a DGKα es posible pensar que haya una relación entre la señal desencadenada por 
IL2, la posterior activación de DGKα y su papel en la proliferación y en el mantenimiento de 
la población de Treg, pero no en su fenotipo.
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 Aunque en esta tesis describimos la importancia de la actividad DGKα en la proliferación 
de los linfomas Karpas 299 y SU-DHL1, dicha actividad no afecta de igual manera a ambas 
líneas. En el caso de Karpas 299 apenas se produce muerte celular tras la inhibición de DGKα, 
sino más bien una ligera acumulación de las células en la fase G2/M del ciclo celular. Sin 
embargo, las células SU-DHL1 sufren un mayor grado de muerte celular con la misma dosis de 
inhibidor de DGKα. Esto supone un hecho diferencial entre ambas líneas celulares que podría 
venir determinado por las rutas desencadenadas en cada tipo celular. En las células de la 
línea SU-DHL1 la activación de ERK1/2 es más fuerte que en el caso de Karpas 299. Además, 
esta activación aumenta al inhibir DGKα, mientras que permanece invariable en el caso de 
las células Karpas 299. Puesto que la actividad de ERK1/2 está relacionada con la muerte 
celular (Yu, Levin et al. 2004), esto explicaría por qué DGKα afecta de manera diferente a 
ambos sistemas celulares, y pone de maniﬁ esto que DGKα puede actuar de manera diferente 
a partir de las rutas desencadenadas, el nivel de las mismas y el peso especíﬁ co dentro del 
conjunto de señales. Desde un punto de vista ﬁ siológico, el fenotipo de las células de la línea 
Karpas 299 se asemeja más a una célula T proliferando, y el fenotipo de SU-DHL1 a una 
célula T al comienzo de la activación por el TCR. La inhibición de la actividad DGKα provoca 
una disminución de la proliferación en el primer caso, y apoptosis e inhibición de ERK en el 
segundo. Por otro lado, la fosforilación de DGKα en respuesta al TCR es alta al comienzo 
de la activación, disminuye durante la transición entre activación/proliferación y vuelve a 
aumentar durante la proliferación. Todos estos datos nos permiten proponer un modelo en el 
cual la fosforilación de DGKα en los tumores cumple tres funciones distintas: al principio de 
la activación regula ERK, a continuación regula la homeostasis celular, propiciando que ante 
una segunda activación del TCR las células mueran por apoptosis, y al ﬁ nal colabora en la 
proliferación de las células T (ﬁ gura 49).
 Papel de DGKα en la regulación de la activación y proliferación linfocitaria. 
Los estudios desarrollados a lo largo de esta tesis demuestran que la actividad DGKα 
está regulada durante la activación de las células T y sugieren que esta regulación está basada 
en la expresión de la proteína y en la localización subcelular de la misma. La actividad DGKα 
es esencial para modular la cantidad y la cualidad de la señal procedente de la presentación 
antigénica, lo que determinará el desarrollo de una cadena de señalización que tiene como 
resultado la activación, diferenciación y proliferación de la célula T, o el establecimiento 
del estado de anergia. Experimentos recientes de otros laboratorios han demostrado que 
DGKα participa en la activación y en el establecimiento de anergia (Zha, Marks et al. 2006) 
(Olenchock, Guo et al. 2006). Sin embargo, en ninguno de estos casos se ha demostrado la 
inﬂ uencia de la señal desencadenada por la presentación antigénica del TCR en la activación 
de la proteína. En esta tesis hemos llegado a determinar que la señal de coestimulación 
del CD28 es necesaria para disminuir la expresión de DGKα en respuesta al TCR y que la 
proliferación celular mantiene estos niveles bajos. Además, hemos caracterizado a la tirosina 
335 como un residuo de DGKα esencial para la localización de la proteína en la membrana 
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plasmática, cuya fosforilación se regula por los niveles de Ca2+. Dicha fosforilación permite 
modular el nivel de enzima activa presente en la membrana, cuya función es importante en la 
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FIGURA 49. MODELO DE ACTIVACIÓN DE DGKα DURANTE LA ACTIVACIÓN DE LAS CÉLULAS T
La célula T, antes de recibir ningún estímulo, presentan un nivel moderado de activación de DGKα. Un vez 
la célula es activada, este nivel aumenta al principio de la activación para después disminuir a lo largo de 
la misma. De esta forma DGKα controlaría al principio el nivel de respuesta desencadenado y después, 
con la bajada de la actividad DGKα, favorecería la activación de genes que dependen de la actividad de la 
ruta Ras/ERK/AP-1 como es el gen de IL2. La expresión de IL2, junto con la del receptor de alta aﬁ nidad 
de IL2, marcan el comienzo de la proliferación de la célula T. Tras la activación, la homeostasis celular se 
mantiene por dos mecanismos: el primero consiste en la muerte celular desencadenada por una segunda 
presentación antigénica (AICD), y el segundo consiste en la disminución de los niveles de IL2. DGKα, a tra-
vés de su activación, es capaz de inhibir el AICD y de promover la proliferación de las células T, así, DGKα 






1. En respuesta al TCR, la proteína DGKα se fosforila en tirosina y se asocia a Lck. La 
tirosina 335, situada entre los dominios C1 y el dominio catalítico, se fosforila por 
un mecanismo que depende del ﬂ ujo de Ca2+ y de la actividad tirosina quinasa de 
Lck. Esta fosforilación es esencial para la movilización de DGKα desde el citosol a la 
membrana plasmática donde la proteína ejerce su función.
2. El estudio de los diferentes dominios de DGKα determina que una vez perdida la 
restricción negativa que suponen los dominios tipo manos de Ca2, además de la tirosina 
335, la actividad DGKα y el extremo C-terminal de la proteína pueden participar en la 
localización de DGKα en la membrana plasmática.
3. Durante la respuesta desencadenada por el TCR, la actividad PLCγ y la actividad 
DGKα se encuentran coordinadas a través de la activación de Lck, por tanto, esta 
tirosina quinasa, como desencadenadora de la producción y el metabolismo del DAG, 
garantiza el correcto nivel de este segundo mensajero lipídico.
4. En el modelo de ratón, a diferencia del humano, durante la activación de las células 
T, además de por la localización subcelular de la proteína, la actividad de DGKα se 
encuentra regulada por la disminución de los niveles de expresión de la proteína. Esta 
regulación es esencial para modular la cantidad y la cualidad de la señal procedente 
de la presentación antigénica, lo que determinará el desarrollo de una cadena de 
señalización que tiene como resultado ﬁ nal la activación, diferenciación y proliferación 
de la célula T, o el establecimiento del estado de anergia.
5. La actividad DGKα aumenta la proliferación y la viabilidad celular de los linfomas 
anaplásticos de célula grande (ALCL), Karpas 299 y SU-DHL1, sin afectar la activación 
de STAT3 ni, por tanto, el fenotipo de célula T reguladora que presentan estas células. 
Estos linfomas expresan una proteína de fusión, NPM-ALK, que es un tirosina quinasa 
constitutivamente activa capaz de desencadenar la fosforilación de DGKα en el 
residuo de tirosina 335. 
6. La fosforilación en tirosina 335 de DGKα aumenta durante la proliferación celular 
desencadenada por el TCR. Dado que esta fracción se corresponde con la fracción 
de proteína activa, es probable que DGKα, a través de la producción de PA, participe 
en la proliferación celular desencadenada por el TCR, lo que conﬁ rmaría la hipótesis 
de que DGKα es una enzima dual: durante la activación de la célula T ejerce un 
papel negativo disminuyendo los niveles de DAG generados, mientras que durante la 
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